Evaluación experimental de la producción de hidrógeno a partir de suero de leche como sustrato en la fotosíntesis de microorganismos recombinados de Rhodobacter Capsulatus by Castillo Moreno, Patricia
  
 
Evaluación experimental de la producción 
de hidrógeno a partir de suero de leche 
como sustrato en la fotosíntesis de 
microorganismos recombinados de 
Rhodobacter capsulatus 
 
 
 
 
 
 
Patricia Castillo Moreno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Ingeniería, Departamento de Ingeniería Química y Ambiental 
Bogotá, Colombia 
2012 
 Evaluación experimental de la producción 
de hidrógeno a partir de suero de leche 
como sustrato en la fotosíntesis de 
microorganismos recombinados de 
Rhodobacter capsulatus 
 
 
 
Patricia Castillo Moreno 
 
 
 
 
Tesis presentada como requisito parcial para optar al título de 
Magister en Ingeniería Química 
 
 
 
 
 
Director 
Ph.D. Mario Enrique Velásquez 
Codirector 
Ph.D. Jean Pierre Magnin 
 
 
 
 
 
Bioprocesos 
Grupo de Investigación 
Procesos Químicos y Bioquímicos 
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Ingeniería, Departamento de Ingeniería Química y Ambiental 
Bogotá D.C., Colombia 
2012 
  
 
 
 
 
 
 
 
“The best way to predict the future is to invent it.” 
Alan Kay 
 
 Agradecimientos 
 
 
  
A Dios por darme la guía y fortaleza. 
 
Al profesor Mario Enrique Velásquez por darme la oportunidad, confianza y apoyo. 
 
A Jean Pierre Magnin, por su confianza y orientación, por exigirme cada día para ser una 
mejor investigadora y persona y por dejarme lecciones que trascendieron en mi vida.  
 
A Gustavo Suarez por enseñarme que el optimismo y la perseverancia llevan al éxito. 
Además de su incondicional, constante e importante apoyo. 
 
A Adriana Suesca por su amistad y sus siempre oportunos y acertados consejos. 
 
A Paula Cárdenas por su amistad cariño y apoyo. 
 
A mis amigos y compañeros del posgrado en especial a Felipe Guio, Sandra Rodríguez, 
Juan Pablo Ortiz, Sandra Rangel, Luisa Gómez, Diana Morales y Carlos Castillo por su 
valioso apoyo.  
 
A Helver Lesmes por su disposición y ayuda. 
 
Al personal administrativo del Departamento de Ingeniería Química y Ambiental por su 
disposición y apoyo en conocimientos, materiales y espacios de trabajo. 
 
Al programa de Jóvenes Investigadores e innovadores por la oportunidad que me dieron 
y el apoyo recibido. Así como yo muchos se benefician de este programa. Esta es una 
gran apuesta que el Estado a través de COLCIENCIAS hace por el talento que hay en el 
país. Es una muestra de que la educación es una de las principales vías para reducir y 
contrarrestar la desigualdad social. 
Finalmente quiero agradecer especialmente a mi familia por su incondicional apoyo y 
compañía durante los buenos y malos momentos. 
 
Un especial agradecimiento a mis Padres Gloria y Santiago, por ser mi impulso, por su 
esfuerzo en darme la guía y formación que hoy me hace la persona que soy. Gracias por 
que su ejemplo es una inspiración para mí. 
 
VIII Evaluación experimental de la producción de hidrógeno a partir  de suero de leche como sustrato 
de en la fotosíntesis de microorganismos recombinados de Rhodobacter capsulatus 
 
A mis hermanos Sara y Nicolás por ser mi fuente de positivismo y alegría incluso en los 
momentos más difíciles. 
 
A  Alejandro Estrada por ayudarme a encontrar la confianza y fortaleza para enfrentar la 
vida, sus dificultades y alegrías con una sonrisa. Y a mis compañeros en especial a Linda 
y Camilo por todo su apoyo y buena energía.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
Se realizó el estudio de la producción de hidrógeno mediante fotofermentación con una 
cepa de  Rhodobacter capsulatus (B10 LacZ) utilizando como sustrato lactosuero ácido 
industrial.  Con el fin de establecer y estudiar los parámetros más influyentes para este 
proceso se aplicó el método de diseño de experimentos (DOE) en dos etapas en las 
cuales se utilizó suero sintético y se utilizaron dos cepas diferentes (B10 y B10 LacZ). Se 
empleó con éxito el modelo “D-optimal” basado en la metodología de superficie de 
respuesta para el análisis de 6 parámetros en la primera etapa (tipo de buffer, intensidad 
lumínica y concentraciones de fuente de carbono, fuente de nitrógeno y sales de hierro y 
molibdeno) y 5 parámetros en la segunda etapa (tipo de buffer, intensidad lumínica y 
concentraciones de fuente de nitrógeno y de sales de hierro y molibdeno). Como 
resultado de este análisis se obtuvo en ambos casos un diseño que facilita la selección 
de condiciones favorables para la producción de hidrógeno. Dichas condiciones dieron 
un rendimiento máximo de 2.22 mmol de H2 por mmol
-1 lactato y 0.55 mmol de H2 por 
mmol-1 lactato y lactosa, para la primera y segunda etapa respectivamente. Para iniciar la 
producción de hidrógeno sobre el suero de leche industrial se realizó exitosamente un 
pre-tratamiento el cual constaba de tres procesos: desproteinizar, descalcificar y 
esterilizar. Tras este tratamiento se obtuvieron dos tipos de suero uno sólo 
desproteinizado (suero D) y otro desproteinizado y descalcificado (suero DD). Los 
mejores rendimientos en producción de hidrógeno se obtuvieron empleando como 
sustrato el lactosuero DD indicando el efecto inhibitorio del calcio sobre el proceso de 
producción de hidrógeno. 
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Abstract 
 
This study reports a photofermentative hydrogen production by a strain of Rhodobacter 
capsulatus (B10 LacZ) using acid cheese whey as substrate. In order to establish the 
most important parameters and study them, a Design of Experiments (DOE) methodology 
was successfully applied in two stages where synthetic whey and two different strains 
(B10 and B10 LacZ) were use. A „D-optimal‟ model based on response surface 
methodology was established for a set of six parameters in the first stage (buffer type, 
light intensity, concentrations of carbon source, nitrogen source, iron and molybdenum) 
and five parameters in second stage (buffer type, light intensity, concentrations nitrogen 
source, iron and molybdenum). As a result of this analysis in both cases was created a 
design that facilitates the selection of conditions for higher yields of hydrogen production. 
These conditions gave a maximum hydrogen production yield of 2.1 mmol H2 by mmol-1 
lactate and 0.7 mmol H2 by mmol
-1 lactate and lactose for the first and second stages 
respectively. In order to use the industrial acid cheese whey as substrates a pre-
treatment was made successfully. This treatment consisted on three processes: 
deproteinization, decalcification and sterilization.  After treatment, two types of whey were 
obtained: deproteinized only whey (whey D) and deproteinized and decalcificated whey 
(whey DD). The best yields were obtained using as substrate the whey DD indicating the 
inhibitory effect of calcium in the hydrogen production process. 
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 Introducción 
El deterioro del medio ambiente y las consecuencias que esto tiene para el futuro de la 
humanidad, es un tema que ha cobrado importancia. La sobreexplotación de los recursos 
naturales, la disposición inadecuada y el exceso de los desechos, tienen graves y visibles 
consecuencias que golpean al planeta y afectan directamente a la humanidad. 
Deforestación, desertificación, derretimiento de los glaciares y calentamiento global son 
algunas de las consecuencias del deterioro del medio ambiente. Esto causa, entre otras, 
pérdida y alteración de la biodiversidad y desastres naturales como, inundaciones y 
deslizamientos, que conllevan además a la propagación de epidemias. Hemos sido 
testigos en nuestro país de estos hechos en los inviernos de los últimos años.   
 
Un aspecto importante respecto a la contaminación del medio ambiente es el referido a 
los gases de efecto invernadero que, además de ser contaminantes y tóxicos en grandes 
concentraciones, están acelerando el cambio climático. El dióxido de carbón es el gas de 
efecto invernadero más notorio y en gran porcentaje es producido por el uso de 
combustibles fósiles para la generación de energía. Para el 2010 las emisiones de CO2 
estuvieron cerca de los 60 billones de toneladas métricas, siendo las principales fuentes 
carbón, gas natural y combustibles líquidos. Para el 2035 se espera que superen los 80 
billones de toneladas métricas (EIA, 2010). 
 
Otro tema inquietante e importante a nivel mundial es el crecimiento de la población. 
Según el US Census Bureau, en el 2011 llegó a 7.000 millones, un crecimiento del 16% 
respecto al año 1999, y para el 2050 se espera supere los 9.000 millones de personas. 
Este crecimiento tiene como consecuencia un aumento casi exponencial de los 
requerimientos energéticos. 
 
Paralelamente el agotamiento vertiginoso de los combustibles fósiles se ha hecho cada 
vez más evidente, las proyecciones más optimistas apuntan a que el petróleo perdure 
100 o 150 años más. Esto ha tenido un impacto significativo a nivel económico, político y 
cultura, debido a que esta es la principal fuente de energía y un factor económico 
importante (Bedoya et al. 2008; EIA  2010). Por este motivo la industria y los gobiernos 
de diferentes países están invirtiendo en investigación y desarrollo de nuevas tecnologías 
que reduzcan el impacto en el medio ambiente, mejorando los procesos, minimizando los 
costos y el desperdicio de materias primas (Dicks A.L. et al., 2008; Wyld Group et al., 
2008). El hidrógeno es actualmente una alternativa de gran interés pues es un 
combustible limpio que posee un gran rendimiento energético (143 kJ/g) cerca de tres 
veces mayor al de los hidrocarburos (Ni et al., 2006), además no produce gases de 
efecto invernadero y es considerado, por muchos, un vector energético y el combustible 
del futuro. Este puede transformarse en electricidad, trabajo mecánico o calor, utilizando 
respectivamente pilas combustibles (fuel cells), motores de combustión interna y 
quemadores de hidrógeno.  
 
2 Introducción 
 
Hay varios avances en el capo tecnológico del hidrógeno. En la actualidad existen 
diferentes automóviles que funcionan utilizando este combustible. Uno de los más 
conocidos es el FCX Clarity de Honda, que funciona únicamente con hidrógeno 
transformado en energía mediante una pila combustible. Otros fabricantes de 
automóviles de hidrógeno son BMW, Mazda, Ferrari, General Motors, Nissan, entre otros,  
que en su mayoría fabrican automóviles híbridos.  
 
Además existen varios proyectos, en diferentes ciudades del mundo, que promueven el 
uso de estas tecnologías en los sistemas de transporte público. Como ejemplos notables 
entre otros están: las flotas de buses de hidrógeno en Londres, Madrid, Barcelona, y 
recientemente la primera iniciativa latinoamericana, un prototipo en Sao Paulo (PNUD, 
2009). Por otra parte también se han adaptado pilas combustibles de hidrógeno en 
prototipos de dispositivos móviles como en los celulares y en sistemas de calefacción y 
refrigeración para el hogar. 
 
La principal desventaja del uso de hidrógeno como fuente de energía, es la dificultad 
para almacenarlo y transportarlo. Debido a su baja densidad se requieren tanques más 
grandes y por tanto más pesados que los usados para los hidrocarburos, lo cual no es 
beneficioso para el diseño de automóviles u otros dispositivos. Por otra parte si el 
hidrógeno es comprimido se mejoraría el volumen de los tanques pero no el peso. Otra 
forma de almacenar el hidrógeno sería en forma líquida, pero para esto se requiere 
almacenamiento criogénico que es muy costoso. Por este motivo existe ahora una 
impulso a la búsqueda de materiales para implementar nuevos métodos de 
almacenamiento y transporte de hidrógeno (Wünschiers and Lindblad, 2002). 
 
Otra desventaja respecto al uso de hidrógeno como combustible, es su producción. Los 
métodos de producción que se usan en la actualidad no son tan eficientes ni económicos 
como se requiere para suplir las necesidades mundiales de hidrógeno, mucho menos si 
se pretende utilizar en el área energética. Más del 96% del hidrógeno producido a nivel 
mundial depende de combustibles fósiles (Wünschiers and Lindblad, 2002). Para el 2008 
se produjeron, a nivel global, aproximadamente 500 mil millones m3 de hidrógeno al año, 
lo cual equivale sólo al 1.5% de los requerimientos de energía (Dicks A.L. et al., 2008). 
Sin embargo el hidrógeno no es particularmente utilizado en el área energética. Sus 
principales usos se dan en la industria de fertilizantes, producción de metanol y la 
refinación de combustibles, por lo cual hay que encontrar formas de producción que 
satisfagan tanto las necesidades de las industrias, como las energéticas (Dicks A.L. et 
al., 2008).  
 
Debido a lo anterior, se está incursionando en la búsqueda de nuevos métodos de 
producción, entre los cuales han ganado importancia, los métodos biológicos. Una de las 
principales ventajas de los procesos biológicos es que se pueden utilizar diversos 
sustratos como aguas residuales y residuos orgánicos para darles un valor agregado, 
además las condiciones del proceso son prácticamente ambientales por lo cual no hay un 
gasto energético importante. Sin embargo la eficiencia y rendimiento de estos procesos 
son bajos (Kapdan and Kargi, 2006). 
 
Existen varios estudios respecto a la producción de hidrógeno utilizando diferentes 
materiales de residuo (Kapdan and Kargi, 2006) que incluyen residuos de la fabricación 
de tofu (Zhu et al. 1999), residuos sólidos urbanos (Fascetti et al., 1998), residuos de las 
refinerías de azúcar, melaza (Bolliger et al., 1985; Yigit et al., 1999; Yetis, M. et al., 2000), 
aguas residuales de almazaras (Eroglu et al., 2004), lodos activados (Wang et al., 2003), 
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residuos de almidón (Yokoi et al., 2001; Zhang et al., 2003), residuos de la industria del 
papel (Kádár et al. 2004), materiales lignocelulósicos como: cáscara de arroz y bagazo 
de coco y caña de azúcar (Kumar and Das, 2001) y suero de leche (Zürrer and Bachofen, 
1979; Azbar et al., 2009; Davila-Vazquez et al., 2009). 
 
El proyecto consiste en la producción biológica de hidrógeno basada en un método 
conocido como: fotofermentación. Se evalúa, a nivel laboratorio, el potencial como 
sustrato del suero de leche, el cual es un residuo que representa un volumen importante 
de efluente en la industria láctea y es un significativo contaminante, no solo en nuestro 
país sino en el mundo entero. A nivel mundial, para 2009 se produjeron 
aproximadamente 20 millones toneladas de queso (FAO, 2009), lo cual equivale 
aproximadamente a 180 millones de toneladas de suero. 
 
Los microorganismos que se utilizaron en el desarrollo del proyecto son dos cepas de 
bacterias púrpuras no sulfurosas llamadas Rhodobacter capsulatus (B10 y B10 LacZ). 
Estas degradan la lactosa y el lactato bajo la dependencia del metabolismo de la 
nitrogenasa, que es el enzima responsable de la producción de hidrógeno. 
 
A pesar de los numerosos estudios en la producción de hidrógeno con materiales de 
residuo, son pocos los artículos encontrados en la revisión bibliográfica que estudian el 
uso del lactosuero industrial, la gran mayoría de estos son estudios de la producción de 
hidrógeno mediante el proceso de fermentación oscura (Davila-Vazquez et al. 2008; 
2009; Azbar et al. 2009; Ferchichi et al. 2005). Los estudios mediante el método de 
fotofermentación encontrados, se realizaron sólo para la degradación del lactato (Zürrer 
&  Bachofen 1979; 1981). Este proyecto es innovador pues se realiza el estudio del 
potencial del suero de leche como sustrato de Rhodobacter capsulatus en la producción 
de hidrógeno, usando como fuente de carbono tanto la lactosa como el lactato presente 
en el lactosuero.  
 
El proyecto se realizó en tres etapas. En la primera se utilizó lactosuero sintético y la 
cepa B10, se evaluaron parámetros relevantes para la producción de hidrógeno como la 
concentración de fuente de carbono y nitrógeno, las concentraciones de iones hierro y 
molibdeno y la intensidad lumínica. La segunda etapa consistió en el estudio de las 
condiciones adecuadas para la producción de hidrógeno utilizando la cepa B10 LacZ. En 
la tercera etapa se utilizó el suero de leche industrial. Para poder utilizarlo como sustrato 
en la producción de hidrógeno inicialmente se realizó un pre-tratamiento al suero que 
consistió en tres procesos: desproteinización, descalcificación y esterilización. Además 
fue necesario complementar el suero con las sustancias que los microorganismos 
necesitan pero no están presentes en este. 
 
La transformación en hidrógeno del suero de leche representa una diversificación de la 
producción energética y una oportunidad de valorización financiera. Aunque este 
proyecto pretende únicamente evaluar la producción de hidrógeno a nivel laboratorio, los 
resultados obtenidos ayudarán al escalamiento del proceso. Además mediante este 
estudio se puede buscar la mejor manera de aprovechar las ventajas geográficas de 
nuestro país que pueden ser relevantes para el proceso y que podrían dar ventajas al 
implementar el proceso a mayor escala. Como son la intensidad lumínica y la 
temperatura. 
 
 
4 Introducción 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
1. Marco Teórico 
1.1 Producción y Usos del Hidrógeno 
Para el 2008 se produjeron a nivel mundial 50 millones de toneladas de hidrógeno con un 
crecimiento del 10% anual. (Jaén, 2004; Dicks A.L. et al., 2008; Wyld Group et al., 2008). 
La demanda de hidrógeno se concentra principalmente en la industria de fertilizantes 
para la producción de amoniaco. Otros usos importantes son la refinación de 
combustibles y la producción de metanol (Ilustración 1-1). 
Ref inación 
de 
Combustibl
es
37%
Amoniaco
50%
Metanol
8%
Op. 
Espaciales
1%
Otros
4%
 
Ilustración 1-1 Usos del Hidrógeno 
*Adaptado de (Kruse et al., 2002)” 
 
Además de sus usos convencionales, el hidrógeno actualmente se ha convertido en una 
alternativa energética de gran interés. La adopción del hidrógeno como combustible es la 
respuesta a diversos factores como son, por una parte, el crecimiento desmesurado de la 
población, lo cual conlleva a un crecimiento casi exponencial de los requerimientos 
energéticos, como se puede apreciar en la Ilustración 1-2, esto combinado con el 
agotamiento de las reservas de petróleo, que en las proyecciones más optimistas 
durarán 150 años, ha fomentado la búsqueda urgente de nuevas alternativas 
energéticas.  
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Ilustración 1-2 Consumo mundial de energía 1990-2035 Fuente:(EIA  2010) 
Por otra parte  la conciencia respecto al cuidado del planeta es cada vez más grande y 
se buscan alternativas energéticas que no sean tan dañinas para el medio ambiente. Uno 
de los principales problemas ambientales es la producción de gases de efecto 
invernadero, especialmente el dióxido de carbono que además de ser contaminante, 
acelera el calentamiento global y se produce en grandes cantidades principalmente por 
los combustibles fósiles Ilustración 1-3.  
 
Ilustración 1-3 Emisiones de Dióxido de Carbono según el tipo de combustible  1990-
2035. Fuente (EIA, 2010) 
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El hidrógeno es un combustible limpio que posee un gran rendimiento energético (143 
kJ/g) mayor al de los hidrocarburos (Ilustración 1-4), y además no produce gases de 
efecto invernadero. El hidrógeno puede transformarse en electricidad, trabajo mecánico o 
calor utilizando respectivamente pilas combustibles, motores de combustión interna y 
quemadores de hidrógeno(Wünschiers and Lindblad, 2002; Vignais et al., 2006). 
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Ilustración 1-4 Contenido de energía en combustibles 
*Traducido de (Ni et al. 2006) 
H: hidrógeno, GN: gas natural, P: Propano, GAv: gasolina de aviación, GAuto Gasolina 
de automóvil, D: diesel para auto, Et: etanol, Met: metanol, Co: coque, Mad: madera 
seca, Ba: bagazo. 
 
El uso del hidrógeno como combustible es muy escaso ya que, como se ilustró 
anteriormente, los requerimientos industriales son importantes (Kruse et al., 2002). 
Debido a lo anterior es necesario encontrar nuevas técnicas de producción de hidrógeno 
que sean sostenibles y económicamente viables.  
 
La obtención convencional de hidrógeno utiliza principalmente gas natural, aceites, 
carbón, agua y biomasa como fuente de energía (Ilustración 1-5)(Das, 2009). Los 
métodos usados convencionalmente son reformados de hidrocarburos y descomposición 
térmica, los cuales se caracterizan por altos costos energéticos. No obstante, en los 
últimos años se han planteado nuevas y novedosas formas de obtener hidrógeno. 
Principalmente ha tomado fuerza la producción biológica, que resulta de la conversión de 
diferentes compuestos mediante diversos microorganismos (Dicks A.L. et al., 2008).  
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Ilustración 1-5 Materias primas para la producción de Hidrógeno 
*Adaptado (Das, 2009) 
En la Tabla 1-1 se muestran diferentes métodos de obtención de hidrógeno, su fuente de 
energía, rendimiento y temperatura requerida. Como se puede observar los procesos que 
utilizan materias fósiles y los procesos de electrólisis de agua tiene rendimientos mucho 
más altos que los que presentan los procesos biológicos (Hidrógeno fotobiológico y 
fermentativo), sin embargo al comparar las temperaturas requeridas se puede observar 
que se requieren temperaturas mucho más altas en los procesos no biológicos lo cual 
genera mayores gastos energéticos.  
 
 
 
Tabla 1-1 Procesos de producción de hidrógeno 
Tipo de Proceso Fuente de energía 
Rendimiento 
(%) 
T requerida 
(ºC) 
Referencia 
Reformado con 
vapor 
Gas Natural 80 750 < T < 900 (García, 2005) 
Oxidación parcial Gas Natural 70 1300 < T < 1400 (García, 2005) 
Reformado auto 
térmico 
Gas Natural 76 1100 < T <1400 (García, 2005) 
Gasificación Carbón 60 400 < T < 1600 (García, 2005) 
Electrólisis de agua 
en fase vapor 
Nuclear 40 1000 < T < 2500 (García, 2005) 
Electrólisis 
convencional 
de agua 
Hidroeléctrica, eólica 
geotérmica, 
mareomotriz 
70 80 < T < 85 (Dicks A.L. et al., 2008) 
Hidrógeno Foto 
biológico 
Solar, 
Microorganismo, 
Sustrato (fuentes 
carbonadas) 
10 25 < T < 40 (Nath and Das, 2004) 
Hidrógeno 
Fermentativo 
Microorganismo, 
Sustrato (fuentes 
carbonadas) 
10 25 < T < 40 (Nath and Das, 2004) 
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Aunque el rendimiento de los procesos biológicos no es alto, actualmente se están 
haciendo diversos esfuerzos para aumentarlo, mediante el desarrollo de 
microorganismos modificados y recombinados genéticamente para mejorar su función de 
síntesis de hidrógeno. Otro esfuerzo se hace es la optimización del diseño de los 
biorreactores de acuerdo a las necesidades de los microorganismos, lo cual junto con la 
selección de las mejores condiciones de operación mejora el rendimiento notablemente 
(Nath and Das, 2004; Das, 2009). 
 
1.2 Producción biológica de hidrógeno 
Conocer los fundamentos moleculares de la producción de hidrógeno es fundamental 
para la investigación aplicada. La reducción de protones a hidrógeno es catalizada 
principalmente por dos enzimas: la hidrogenasa y la nitrogenasa que están presentes en 
las células (Vignais et al., 2006). 
1.2.1 Hidrogenasa 
Las hidrogenasas son enzimas que están encargadas de combinar los protones (H+) con 
electrones para la producción de hidrógeno molecular (H2) y el proceso contrario.  
2 H+ + 2 e–                 H2 
Esta enzima se halla en casi todos los organismos procariotas, en algunos eucariotas 
anaerobios y en algas verdes unicelulares.(Vignais et al., 2006) 
Se han identificado tres clases de hidrogenasas hasta el momento: [Fe]-hidrogenasa, 
[NiFe]-hidrogenasa y [NiFeSe]-hidrogenasa. En la mayoría de casos, es evidente que la 
[NiFe]-hidrogenasa es la encargada de la captación de hidrógeno mientras la [Fe]-
hidrogenasa es la encargada del procesos de producción de H2 (Prince and Kheshgi, 
2005; Basak and Das, 2007) 
1.2.2 Nitrogenasa 
La nitrogenasa es un sistema compuesto por dos proteínas que cataliza la reducción de 
nitrógeno molecular N2 en amonio, junto con la hidrólisis del ATP. Notablemente, 
después de 35 años de estudio, la reacción estequiométrica global todavía no está 
determinada de forma definitiva (Vignais et al., 2006). Existen 3 diferentes tipos de 
enzimas los cuales convierten nitrógeno en amonio con diferentes estequiometrias: 
Enzimas de molibdeno N2  +  8 H
+ +  8 e–  ↔ 2NH3 + H2 
Enzimas de vanadio     N2  + 12H
+ + 12 e– ↔ 2NH3 + 3H2 
Enzimas de hierro        N2  + 21H
+ + 21 e– ↔ 2NH3 + 7.5H2 
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Estas reacciones requieren energía, al menos 2 moléculas de ATP por electrón. La  
nitrogenasa en ausencia de  N2  puede reducir protones a H2. Debido a lo anterior los 
procesos de producción de hidrógeno con organismos que contienen esta enzima se 
hacen bajo la condición de ausencia de N2(Rees and Howard, 2000; Prince and Kheshgi, 
2005). 
Para entender cómo funciona la nitrogenasa hay que entender que esta enzima es un 
complejo que consta de dos componentes. Se puede observar la estructura en la 
Ilustración 1-6: 
 Componente I el cual  posee un cofactor de hierro y molibdeno (FeMoCo) que 
forma parte del centro activo. Por ello, a este componente también se le conoce 
como molibdoferroproteína. 
 Componente II o nitrogenasa-reductasa, que posee átomos de Fe acomplejados 
con azufre de determinadas cisteínas (α-aminoácido del cual es extraído el azufre 
para la nitrogenasa), por lo que este componente se denomina ferroproteína.  
Los electrones requeridos para la reducción llegan al complejo por medio de una 
ferrodoxina o una flavodixina (FeS proteínas no hémicas), que los transfiere al 
componente II, que queda reducido.  
El componente II reducido se une a dos moléculas de ATP, y cambia su conformación, lo 
que le permite unirse al componente I. Entonces se produce la transferencia de 
electrones desde el componente II al componente I, con hidrólisis de ATP; este proceso a 
su vez provoca la separación del componente II respecto del I. Una vez reducido el 
componente I (la molibdoferroproteína), éste transfiere los electrones (y los protones) al 
N2, hasta convertirlo en dos moléculas de amoniaco. El amoniaco entra entonces en las 
rutas biosintéticas para convertirlo en nitrógeno orgánico, incorporable a las 
macromoléculas.  
En este proceso es de resaltar el alto costo energético que se tiene, en forma de al 
menos 18 ATP. Esto se debe a que el N2 es una molécula muy inerte y su reducción 
requiere una gran energía de activación para transferir 6 electrones.  Además hay que 
tener en cuenta que parte de la energía se gasta en el proceso de producción de H2.  
 
 
Ilustración 1-6 Estructura de la Nitrogenasa. Componente I confirmado por las subunidades 
azules y moradas. Componente II compuesto por las subunidades verdes.  
*Estructura tomada de Protein Data Bank 
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La nitrogenasa es extremadamente sensible a la presencia de oxígeno, por lo que queda 
rápida e irreversiblemente inactivada por este gas (Taiz and Zeiger, 2006; Basak and 
Das, 2007).  En la Tabla 1-2 se muestra la comparación de las principales características 
de la nitrogenasa y la hidrogenasa. 
 
Tabla 1-2 Comparación entre Nitrogenasa e Hidrogenasa *Adaptado (Basak et al, 2007)  
 
 
 
 
 
 
 
1.3 Métodos de producción biológica 
Los métodos de producción de Hidrógeno se pueden clasificar en los siguientes: 
1.3.1 Biofotólisis Directa 
Este método de producción de hidrógeno está basado en dos etapas: fotosíntesis y la 
producción catalizada de hidrógeno por hidrogenasas El microorganismo más común en 
este método es el alga verde. (Riis et al., 2005; Melis and Melnicki, 2006; Bedoya et al., 
2008) 
Fotosíntesis: 
2 22 4 4H O H e O  
Producción de Hidrógeno:
24 4 2H e H  
A pesar de que la fisiología del metabolismo de hidrógeno en las algas es aun materia de 
investigación básica, el foto-proceso de producción de hidrógeno es de interés ya que 
utiliza unos de los recursos más abundantes en la tierra: agua y luz. En este proceso 
primero hay una etapa para el crecimiento de los microorganismos en estanques 
abiertos, luego se cosechan y se colocan en fotobiorreactores donde se busca que 
produzcan hidrógeno y oxígeno pero no crezcan. Para lograr esto hay que adaptar las 
algas a una atmósfera anaeróbica, inyectando por ejemplo argón en oscuridad. 
(Wünschiers and Lindblad, 2002; Prince and Kheshgi, 2005) 
A pesar de que este proceso de producción de hidrógeno parece simple, existen diversos 
problemas que hay que tener en cuenta. Un problema es que la mezcla de oxígeno e 
hidrógeno es inflamable, explosiva y peligrosa. Por este motivo la separación y manejo 
es difícil y costosa. Además, como se había considerado anteriormente, la hidrogenasa y 
nitrogenasa son altamente sensibles a la presencia de oxígeno y se ven inhibidas lo cual 
Características Hidrogenasa Nitrogenasa 
Producción de Hidrógeno Si Si 
Consumo de Hidrógeno Si No 
Requerimientos de Energía (ATP) No Si 
Sensibilidad al Oxígeno Si Si 
Velocidad Catalítica Alta Baja 
Presencia en Procariotas Si Si 
Presencia en Eucariotas Si No 
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baja notablemente el rendimiento del proceso ya que en este se produce oxígeno. 
(Prince and Kheshgi, 2005) 
1.3.2 Biofotólisis Indirecta 
Este proceso se lleva a cabo principalmente por cianobacterias y algas verde-azules. A 
partir del proceso de fotosíntesis, el CO2 es fijado a sustratos ricos en hidrógeno interno, 
generando hidrógeno molecular cuando estos microorganismos se incuban en 
condiciones anaerobias (Dutta et al., 2005; Bedoya et al., 2008) 
2 2 6 12 6 2
6 12 6 2 2 2
6 6
6 12 6
Luz
Luz
H O CO C H O O
C H O H O H CO
 
La biofotólisis indirecta intenta evitar la inhibición de la hidrogenasa debido al oxígeno 
mediante una separación temporal de las reacciones de producción de hidrógeno de 
aquellas en las que participa el oxígeno.  Al igual que el proceso anterior en este proceso 
primero hay una etapa para el crecimiento de los microorganismos en estanques 
abiertos, luego se cosechan y se colocan en un reactor anaeróbico donde se induce la 
hidrogenasa y se inactiva el fotosistema II. Después la iluminación oxida los 
carbohidratos y lípidos almacenados y produce hidrógeno, ya sea directamente o 
después de fermentación oscura. Como idealmente solo se produce hidrógeno y dióxido 
de carbono mediante este proceso, el gas es más manejable y menos peligroso (Prince 
and Kheshgi, 2005). Las tasas de producción de hidrógeno utilizando este método son 
variadas y dependen de las especies de cianobacterias y las condiciones del proceso. 
Existen varías desventajas en este proceso como son las bajas tasas de producción 
encontradas y la sensibilidad al O2 de la nitrogenasa y la hidrogenasa lo que hace 
necesario remover el O2 producido. (Bedoya et al., 2008) 
1.3.3 Fotofermentación 
En este proceso se utilizan bacterias púrpuras no sulfurosas que producen hidrógeno, 
catalizado por la nitrogenasa bajo condiciones de poco N2, usando luz y compuestos 
reducidos, como ácidos orgánicos, que muchas veces están contenidos en sustancias de 
desecho (Kapdan and Kargi, 2006; Rupprecht et al., 2006; Bedoya et al., 2008). 
6 12 6 2 2 26 12 6
luz
C H O H O H CO  
Un factor clave en la fotofermentación es la intensidad de luz, ya que se ha observado 
que afecta tanto la velocidad de producción y el rendimiento del hidrógeno. En la 
fotofermentación los organismos más utilizados son del género Rhodobacter en lotes y 
con menor frecuencia en continuo (Zürrer & Bachofen 1979;1981; Kapdan & Kargi 2006). 
Entre los resultados reportados más destacables de tasas de producción de hidrógeno 
por este microorganismo están 9 ml H2/Lcultivo h (E. Eroglu et al. 2004; 2006). 
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La ventaja de este método es que se pueden usar diferentes materiales de desecho 
como sustrato, además estas bacterias pueden usar un amplio espectro de energía 
lumínica. La desventaja es la baja eficiencia y que el oxígeno es un fuerte inhibidor para 
la producción de hidrógeno, por lo que el proceso de debe realizar en condiciones 
anaerobias (Nath and Das, 2004; Melis and Melnicki, 2006). 
1.3.4 Fermentación oscura 
La producción de hidrógeno por este método está dada por bacterias anaeróbicas que 
crecen en oscuridad y usan sustratos ricos en carbohidratos. Entre los organismos que 
realizan este proceso se encuentran los del género Clostridium como son C. buytricum, 
C. thermolactium, C. pasteurianum (Kapdan and Kargi, 2006; Melis and Melnicki, 2006). 
Los subproductos de la fermentación son ácidos acético  y butírico, con lo que los 
rendimientos prácticos de hidrógeno en la fermentación oscura están alrededor de 2 
molH2/mol glucosa (Levin et al., 2004; Bedoya et al., 2008). 
6 12 6 2 3 2 2
6 12 6 2 3 2 2 2 2
2 2 4 2
7 6 6 24 18
C H O H O CH COOH H CO
C H O H O CH CH CH COOH H CO
 
La ventaja de este método es que se pueden utilizar varias fuentes carbonadas como 
sustrato. Las desventajas consisten en sus bajos rendimientos y en que a medida que 
aumenta el rendimiento la fermentación se vuelve termodinámicamente desfavorable 
(Nath and Das, 2004; Melis and Melnicki, 2006). 
1.3.5 Producción integrada 
El metabolismo y las propiedades de los microorganismos mencionados anteriormente 
para la producción de H2 apuntan a un diseño de un sistema integrado. En este proceso 
se busca que el hidrógeno puede ser recolectado a través de un ciclo de luz-oscuridad. 
Así mismo, la biomasa extraída de este proceso se puede convertir, mediante enzimas, 
en material celulolítico compuesto por hidrolizados de proteínas y poliglucosa, con el que 
se puede alimentar directamente a las bacterias anaeróbicas que se utilizan en la 
fermentación oscura. Alternativamente bacterias fermentativas que contienen 
celulosomas pueden ser utilizadas. Por otra parte, existen estudios que han demostrado 
que en la producción de hidrógeno mediante fermentación oscura se puede utilizar 
biomasa de algas. 
El proceso de  fermentación oscura anaeróbica mediante bacterianas genera H2 y una 
variedad de de ácidos orgánicos. Estos últimos pueden retroalimentar a los procesos de 
producción fotosintética de H2 como se muestra en la Ilustración 1-6. 
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Ilustración 1-7 Proceso Integrado de Producción de hidrógeno. 
 Adaptado de: (Melis and Melnicki, 2006) 
 
Este sistema integrado genera un alto rendimiento por lo cual el proceso es sostenible, y 
económicamente viable para la producción de H2. Sin embargo es necesario seguir 
trabajando para mejorar las condiciones de operación de estos sistemas (anaeróbico y 
aeróbico) para así obtener las tasas más altas de producción y conversión (Melis and 
Melnicki, 2006). 
Varios estudios se han realizado con los diferentes métodos para la producción biológica 
de hidrógeno. En la Tabla 1-3 se muestran algunos de los estudios de foto fermentación, 
fermentación oscura y producción integrada. Los sustratos son de diferente naturaleza ya 
sea carbohidratos puros o residuos industriales. 
 
 
 
 
 
Algas Verdes 
 
Producción de H2 y Biomasa 
Bacterias Fotosintéticas 
Producción de H2 y Biomasa 
Fermentación  Anaeróbica 
Oscura con bacterias. 
Producción de H2 y Biomasa 
Biomasa 
Ácidos Orgánicos 
pequeños 
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Tabla 1-3 Rendimientos de producción de Biohidrógeno mediante fotofermentación y 
fermentación oscura. 
Organismo Sustrato Proceso 
Yp/s 
(mol H2/mol 
sustrato) 
PVH 
(ml H2/L. h) 
Referencia 
R. palustris 
Acetato 22mM 
Batch 
Fotofermentación   
50 ml 
2.8 1.6 
(Oh et al., 
2004) 
R. capsulatus Acetato 4g/L Batch 
Fotofermentación   
1.5 L 
1.1 0.88 
(Shi and Yu, 
2006) 
R. capsulatus Butirato 1g/l Batch Fotofermentación 2.8 1.28 
(Shi and Yu, 
2005) 
R. sphaeroides 
OU 001 
20% Ácido málico 
+efluente de 
refinería de azúcar 
Fotofermentación 0.419 5 
(Yetis, M. et 
al., 2000) 
Enterobacter 
aerogenes 
Melaza 2%  60% H2 
Fermentación oscura 
300 ml 
1.5 138 
(Tanisho and 
Ishiwata, 
1994) 
Klebsielle oxytoca 
HP1 
Glucosa 50 mM 
Fermentación oscura 
50 ml 
1 87.5 
(Minnan et al., 
2005) 
C. pasteurium Almidón 24 g/L Fermentación oscura 4.8 11.25 
(Lin and 
Chang, 2004) 
Klebsiella oxytoca 
Sacarosa 50mM  
P. Continuo 
Fermentación oscura 3.6 350 
(Minnan et al., 
2005) 
Cultivo Mixto 
Arroz (vino)  
(36 g/L) 
Fermentación oscura 2.14 159 
(Yu et al., 
2002) 
C. buytricum, E. 
aerogenes, 
Rhodobacter sp. 
M-19 
Residuo de almidón 
de camote. 
Fermentación oscura 
y fotofermentación 
secuencial 
7 31.5 
(Yokoi et al., 
2001) 
 
C. buytricum, 
Rhodobactersp. 
M-19 
Almidón de camote 
Fermentación oscura 
y fotofermentación 
combinada 
6.6 22.1 
(Yokoi et al., 
1998) 
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1.4 Fotosíntesis en la producción biológica de 
hidrógeno 
Uno de los métodos más utilizados para la generación de hidrógeno es extraerlo de los 
productos basados en carbohidratos producidos durante la fotosíntesis usando bacterias 
fermentativas (Nath & Das 2004). Existen dos tipos de fotosíntesis, la oxigénica y la 
anoxigénica. 
1.4.1 Fotosíntesis anoxigénica 
En términos de la producción de hidrógeno las bacterias purpuras no del azufre (PNS) y 
las bacterias Geobacter sulfurreducens (GS) tienen una ventaja en la fermentación, ya 
que estas tienen una alta eficiencia en la conversión del sustrato a hidrógeno y además 
pueden utilizar una gran variedad de sustratos para crecer y producir hidrógeno 
Ilustración 1-7. Bacterias como el Rhodospirillum sp. y Rhodobacter sp. pueden usar un 
amplio rango de ácidos orgánicos y carbohidratos como sustratos para la producción de 
hidrógeno con tasas de crecimiento superiores a 140- 200 ml de H2 g
-1peso seco h-
1(Macler et al., 1979; Koku et al., 2002; Rupprecht et al., 2006). El sustrato es oxidado en 
el ciclo de acido tricarboxílico con el derivado paso de e- por un sistema de transporte de 
electrones vía NAD+/NADH y ferrodoxina antes de ser recombinado con H+ mediante la 
nitrogenasa para producir H2. Este proceso requiere hidrólisis de ATP la cual es 
producida por un gradiente fotosintético de H+. El gen de la nitrogenasa (N2ase)-
codificado es el encargado para la producción de hidrógeno en las bacterias PNS y GS, 
se expresa en presencia de luz, en condiciones anaerobias y en ausencia de amonio, se 
encarga de catalizar la conversión de :
22 2H e H . Dos moléculas de ATP se 
deben hidrolizar por cada electrón que se deja libre para la producción de hidrógeno, 
haciendo la reacción altamente dependiente de ATP (Rupprecht et al., 2006). 
1.4.2 Fotosíntesis oxigénica 
1.4.2.1 Cianobacterias 
Las cianobacterias utilizan 2 tipos diferentes de metal-enzimas para la producción de 
hidrógeno: nitrogenasa y NiFe-hidrogenasa (Vignais et al., 2001). El NADH y NADPH son 
precursores universales de la producción de hidrógeno en cianobacterias (Ilustración 1-
7). Estos pueden ser generados por tres vías diferentes: vía fermentativa, vía fotolítica y 
vía fotofermentativa. Esta primera etapa se realiza en aerobiosis. 
 
Anaerobiosis es requerida para que la hidrogenasa se active. La NiFe-hidrogenasa tiene 
la ventaja de ser mucho más tolerante al O2 que la Fe-hidrogenasa de las algas y de los 
microorganismos anaerobios estrictos (Rupprecht et al., 2006). Las máximas tasas de 
producción de hidrógeno inducido por la luz, que son  sostenibles en el tiempo, se 
reportaron en 0.4-0.5 mmol de H2 g
-1 de peso seco por hora para 
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Oscillatoriafilamentosasp.B97 y Anabennavariables 1403. Ambas poseen tanto la vía de 
la nitrogenasa como la vía de hidrogenasa.  
1.4.2.2 Algas Verdes 
La primera etapa de la producción de hidrógeno mediante la separación del H2O en H
+, e- 
y O2 es dirigido por el fotosistema II. En las algas, las reacciones fotosintéticas en luz y el 
ciclo de Calvin normalmente producen carbohidratos que alimentan la respiración 
mitocondrial y el crecimiento celular. Sin embargo en condiciones de anaerobiosis, la 
fosforilación oxidativa mitocondrial es inhibida. Para sobrevivir a estas condiciones, 
algunos productores de H2 redirigen la energía almacenada en los carbohidratos a la 
hidrogenasa en los cloroplastos utilizando probablemente un mecanismo de transferencia 
de electrones NAD(P)H-PQ e- para facilitar la producción de ATP mediante fosforilación. 
Así la hidrogenasa actúa como válvula liberadora de H+/e- mediante la recombinación de 
H+ del medio y e- de la ferrodoxina reducida para producir hidrógeno gaseoso.  
Debido a que la hidrogenasa es inhibida por el O2 y está ubicada en el cloroplasto donde 
el fotosistema II libera oxígeno, las condiciones del proceso deben ser controladas 
cuidadosamente para maximizar la producción de hidrógeno. Mejores tasas de 
producción se obtuvieron al separar temporalmente la etapa de oxidación del agua y la 
etapa de producción de hidrógeno. Esto se logra mediante el ciclo con medio azufre en 
exceso (Fotosistema II activado: Hidrogenasa inactivado)  y azufre agotado (Fotosistema 
II inactivado: Hidrogenasa activado) (Prince and Kheshgi, 2005). El alga verde C. 
reinhardtii reporta un rendimiento de 5 ml H2h
-1L-1 de medio de cultivo (Kruse et al., 
2005). 
 
 
Ilustración 1-8 Bioquímica del proceso de producción de Hidrógeno mediante 
fotosíntesis *Adaptado (Rupprecht et al., 2006) 
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1.5 Suero de leche 
El suero de leche es un subproducto altamente contaminante que se genera en la 
producción de queso, un proceso de la cadena láctea. Para entender la problemática e 
impacto de la contaminación por suero de leche es necesario conocer como es esta 
cadena y su importancia. 
1.5.1 Generalidades 
A nivel mundial la cadena láctea está conformada básicamente por ganaderos, 
acopiadores, cooperativas y empresas industriales procesadoras. La leche es 
considerada un producto de origen animal de gran importancia, el cual proviene 
esencialmente, de ganado bovino; sin embargo hay otros orígenes como son oveja, 
cabra y búfala, entre otros (Yemail, Beatriz, 1999).  
 
Este producto es uno de los alimentos más completos en la naturaleza debido a su alto 
valor nutricional. La leche es una mezcla muy compleja y heterogénea compuesta 
principalmente por agua (87%), materia grasa como pequeñas partículas insolubles en 
agua, proteínas que están en forma de suspensión y también carbohidratos (lactosa), 
calcio, minerales y sal que se encuentran disueltos(Mojica et al., 2007; Valencia, and 
Ramírez, 2009). 
 
La producción mundial de leche y productos lácteos en el año 2005 fue de 
aproximadamente 642 millones de toneladas, representando un incremento de 2.6% 
respecto del año anterior. Europa es la región que mayor producción reportó para este 
año con un porcentaje de 34% seguida por Asia con un 33%. Sin embargo Asia ha 
realizado grandes avances en este campo y actualmente es el principal productor de 
leche con un 34%. Los países de América del sur aporta 8% siendo Brasil el mayor 
productor con 24.7 millones de toneladas. En Colombia, la producción es de 6.8 millones 
de toneladas de leche al año (FAO 2009). 
 
El lacto suero o suero de queso es un líquido que se separa de la leche cuando se 
coagula para la obtención del queso. Se estima que 1 kg de queso produce 10 kg de 
suero. El suero contiene la mayor parte de los compuestos hidrosolubles de la leche, el 
95% de lactosa (azúcar de la leche), el 25% de las proteínas y el 8% de la materia grasa 
(Gillies, 1974; Valencia, and Ramírez,, 2009). Su composición varía dependiendo del 
origen de la leche y el tipo de queso elaborado, existen dos tipos de suero: ácido y dulce. 
 
La Tabla 1-4 muestra el desperdicio de nutrientes en la fabricación del queso. Las 
proteínas y la lactosa son contaminantes cuando el suero se desecha en el ambiente sin 
tratamiento, pues la carga de materia orgánica que contiene facilita la reproducción de 
microorganismos que producen cambios significativos en la demanda biológica de 
oxígeno del agua contaminada, DBO= 30000 – 50000 mg/L (Valencia, and Ramírez,, 
2009). 
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Tabla 1-4 Composición característica del suero de leche base húmeda (Gillies, 1974) 
Componente 
Suero 
Dulce  
Suero 
Ácido 
Agua 93 - 94% 94 -95% 
Extracto Seco 6 - 7% 5- 6% 
Lactosa 4.5 - 5% 3.8 - 4.2% 
Proteína 0.8 - 1% 0.8 - 1% 
Ácido Láctico Vestigios < 0.8% 
Ácido Cítrico 0.10% 0.10% 
Cenizas 0.5 - 0.7 % 0.7 - 0.8% 
pH >  6.0 < 5  
 
A nivel mundial para 2009 según datos de FAO se produjeron aproximadamente 20 
millones de toneladas de queso, lo cual equivale a 180 mil millones de toneladas de 
suero. En Colombia, se utiliza el 5% de la producción total de leche en la fabricación de 
quesos con lo cual se producen aproximadamente 57 millones de toneladas de queso y 9 
veces más de suero (FAO, 2009a). Estos datos evidencian que se produce una cantidad 
importante de suero tanto a nivel mundial como en nuestro país. 
1.6 Bacterias púrpuras no del azufre 
Las bacterias purpuras no sulfurosas (PNS) constituyen un grupo de organismos 
versátiles que pueden crecer  como foto heterótrofos (utilizando luz como fuente de 
energía y empleando compuestos orgánicos como fuente de carbono), foto autótrofos 
(organismos que efectúan fotosíntesis para obtener energía.) o quimo heterótrofos 
(utilizan compuestos orgánicos como fuente de carbono y energía). Estos organismos 
cambian entre estos mecanismos según las condiciones de su entorno como son: el 
grado de anaerobiosis, disponibilidad de fuentes de carbono: si es CO2 se activa el 
mecanismo autotrófico, si es un compuesto orgánico se activa el mecanismo 
heterotrófico. Otro factor que se toma en cuenta es la disponibilidad de luz según lo cual 
el organismo puede adoptar un mecanismo fototrófico (Basak and Das, 2007).  
Las bacterias fotosintéticas se consideran promisorias para la producción de hidrógeno 
comparadas con otros sistemas microbianos debido a que tiene un alto rendimiento de 
conversión del sustrato, pueden consumir sustratos orgánicos derivados de desechos 
industriales lo cual también ayuda al proceso de biorremediación, no produce oxígeno lo 
cual es una condición ideal para la producción de hidrógeno, estas bacterias tienen la 
ventaja de que solo producen además de hidrógeno, dióxido de carbono,  además tienen 
una capacidad para usar la luz en un intervalo amplio de longitudes de onda, esto debido 
a los pigmentos bacterioclorofila y carotenos que son los que le confieren además su 
color.(He et al., 2005; Rupprecht et al., 2006; Basak and Das, 2007).  
Estas bacterias poseen tanto la hidrogenasa como la nitrogenasa. Debido a su gran 
versatilidad pueden producir hidrógeno tanto en oscuridad como con luz. La hidrogenasa 
es importante en el proceso de producción de hidrógeno en condiciones de ausencia de 
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luz (fermentación oscura). Por otra parte la nitrogenasa es la principal enzima que media 
la foto producción de hidrógeno con presencia de luz. Al no producirse oxígeno durante la 
fotosíntesis ambas enzimas están activas. (Basak and Das, 2007). 
 Las condiciones en las que se realiza el cultivo de las bacterias son generalizadas en los  
diferentes estudios realizados. La temperatura se encuentra en un intervalo de 30 a 35ºC 
(Willison et al., 1984; Yetis, M. et al., 2000; Yegani et al., 2005; Shi and Yu, 2006). El pH 
de crecimiento está entre un rango de 6,0 y 7,0, sin embargo la mayoría de los estudios 
se realizan a 6.8 (Yetis, M. et al. 2000; Yegani et al. 2005; Shi & Yu 2006). Otro 
componente importante del medio son los iones de hierro  y molibdeno los cuales son 
necesarios para la producción de hidrógeno. La concentración de hierro debe ser de al 
menos 2.4mg/L, por otra parte el molibdeno debe tener una concentración mínima de 
1.53 μM (Kars et al., 2006; Zhu et al., 2007). El método de absorción del ion hierro 
depende del estado de oxidación del mismo. Normalmente bajo condiciones 
anoxigénicas, el hierro está en el estado de oxidación +2 (ferroso) y soluble. Bajo 
condiciones oxigénicas, el hierro se encuentra generalmente en la valencia +3 (férrico) y  
tiene muy poca solubilidad a pH neutro, por ende no puede ser utilizado por los 
organismos. En este caso, los microorganismos secretan un compuesto quelante de 
hierro llamado sideróforo, este compuesto disuelve estos iones a complejos de Fe3+ que 
pueden ser asimilados por mecanismos de transporte activo (Guerra et al., 2012).  
 
Existen varias especies de bacterias PNS que se ha investigado en la producción de 
hidrógeno mediante foto fermentación como son: Rhodobacter sphaeroides O.U 001 
(Yigit et al., 1999; Yetis, M. et al., 2000; Eroglu et al., 2004; Kars et al., 2006), 
Rhodobacter sphaeroides(Fascetti et al., 1998; Zhu et al., 1999, 2007), Rhodobacter 
capsulatus (Vrati and Verma, 1983; Willison et al., 1984; Shi and Yu, 2006), 
Rhodopseudomas palustris (Vincenzini et al., 1981), Rhodospirillum rubrum, entre otras 
(Zürrer & Bachofen 1979; Zürrer & Bachofen 1981; Bolliger et al. 1985). 
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2. Objetivos 
2.1 Objetivo  General 
Determinar y analizar el efecto de los parámetros experimentalmente más influyentes 
para la producción biológica de hidrógeno mediante la bacteria fotosintética Rhodobacter 
capsulatus, empleando como sustrato lacto suero. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 Determinar el efecto sobre la producción de hidrógeno que tienen los parámetros 
luminosidad, concentración de: Lactato, lactosa, fuente de nitrógeno, iones hierro 
y molibdeno y las interacciones entre ellos. 
 Encontrar las condiciones que generen una buena producción de hidrógeno para 
los parámetros estudiados. 
 Determinar la influencia de la solución amortiguadora (Bórax o Fosfato) sobre la 
producción de hidrógeno. 
 Determinar si el calcio presente en el suero de leche es un compuesto inhibidor 
para la producción de hidrógeno. 
 Evaluar la producción de hidrógeno del suero de leche enriquecido como sustrato 
del cultivo de una cepa de las bacteria fotosintética Rhodobacter capsulatus. 
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3. Materiales y Metodología 
Este capítulo describe las etapas de experimentación y la forma en la que éstas se 
llevaron a cabo. Se especifican algunos aspectos de los materiales y reactivos de trabajo, 
preparación y análisis de las muestras y técnicas analíticas utilizadas. 
3.1 Cepa utilizada 
La investigación se realizó con la bacteria purpura no sulfurosa Rhodobacter capsulatus 
cepa B10 y una cepa recombinante B10 LacZ. Esta cepa recombinante tiene el gen LacZ 
del operón lactosa, el cual codifica la enzima β-galactosidasa, que cataliza la reacción de 
hidrólisis de la lactosa en glucosa más galactosa. La modificación consiste en la  
inserción de un plásmido que contiene además del gen LacZ,  los genes para resistencia 
a la tetraciclina. Esta modificación actúa bajo la dependencia del promotor nifH del 
nitrogenasa, por lo que se espera que la síntesis de las enzimas que permiten la 
degradación de lactosa se efectúe solamente bajo las condiciones de expresión de la 
nitrogenasa (Willison et al., 1984). Las cepas fueron mantenidas en refrigeración a 4ºC y 
en tubos estériles.  
 
Ilustración 3-1 Bacteria Rhodobacter capsulatus B10 
3.2 Medio de cultivo 
El medio de crecimiento de la bacteria es el RCV (Weaver et al., 1975), el cual contiene 
(las cantidades son especificadas por litro de medio o por concentración), glutamato 
como fuente de nitrógeno, 7mM; lactato como fuente de carbono 20mM; solución 
amortiguadora Kpi, 9.58 mM,  MgSO4.7H20, 120 mg; CaCI2 2.H20, 75 mg; Fe-EDTA, 29 
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mg; trazas de elementos (por 500 ml de agua desionizada: H3BO3, 0.7 g; MnSO4.H20, 
398 mg; NaMoO4.2H20, 188 mg; ZnSO4.7H20, 60 mg; CuSO4.5H20, 10 mg), 1 ml; 
tiamina clorhidrato, 1 mg. El pH se ajusta a 6.8 antes de la esterilización del medio en 
autoclave por 15 minutos a 15 psi. A este medio de cultivo se le realizó una adaptación 
cambiando la solución amortiguadora por una que contiene bórax (Kolthoff, 1925) se 
adicionó en concentración 17.88mM para mantener constantes las concentración de 
potasio y fosfato. Para preparar el medio de cultivo para la cepa recombinante es 
necesario adicionar tetraciclina al medio (0.45 μg/L) con el fin de preservar el plásmido y 
por tanto la modificación genética. 
3.3 Preparación del inóculo 
El medio RCV fue en el que se llevó a cabo el cultivo del inóculo el cual creció en tubos 
falcón de 15 ml a 30ºC por 48 horas y una intensidad lumínica de 20,000 lux. Se 
prepararon dos tipos de inóculo diferentes: uno con buffer K2HPO4/KH2PO4 (Kpi) y otro 
con buffer KH2PO4/Na2B4O7.10H2O (Bórax). Esto con el fin de que los microorganismos 
se adapten adecuadamente al medio según el buffer. 
La determinación de cantidad de inóculo requerida en cada biorreactor se realizó 
experimentalmente con el criterio de estandarización de la absorbancia para asegurarse 
de que se está agregando aproximadamente la misma cantidad de bacterias en cada 
botella. Se estableció que una absorbancia de 1.0 a 660nm es equivalente a un densidad 
celular de 0.450 g  de peso seco por litro de cultivo para la cepa B10 y de 0.466 g peso 
seco por litro de cultivo para la B10 LacZ (Ver Anexo A). 
3.4 Descripción del sistema 
Los cultivos Batch se hicieron en botellas de vidrio con capacidad para 125 ml 
(4.5*7.5*2.5 cm), de lado plano para asegurar que la intensidad lumínica que llegue a 
toda la botella sea aproximadamente la misma. Además fueron selladas herméticamente 
utilizando tapones de goma. 
 
Ilustración 3-2 Fotografía de los Reactores Batch. 
(A) Antes del cultivo. (B) Después del cultivo. 
A B 
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Los experimentos se realizaron en una incubadora termo-regulada fabricada en el 
laboratorio (60*60*160 cm), iluminada internamente con una bombilla de sodio como se 
puede observar en la Ilustración 3-3. Esta bombilla actúa como fuente lumínica de 
energía para las bacterias en el proceso de fotosíntesis. Alrededor de la bobilla se 
encuentran ubicados agitadores sobre los cuales se colocaran los biorreactores. La 
distancia a la cual se encuentran estos agitadores y por ende los bio-reactores de la 
bombilla dependen de la intensidad lumínica requerida para el experimento. Para medir 
la intensidad de luz se utilizó un luxómetro digital (Meter, RO 1332).   
 
El sistema de control de temperatura está conformado por un calefactor y ventiladores 
conectados a un controlador que busca mantener la temperatura en la incubadora lo más 
homogénea posible a 30ºC.   
 
El sistema de control de agitación se instaló con el fin de asegurar que la velocidad de 
agitación fuera lo más similar posible para todos los reactores. La agitación de los 
reactores se realizó con agitadores magnéticos de 2 cm de largo ubicados en el interior 
de la botella.  
 
 
Ilustración 3-3 Esquema cámara de reacción 
 
El sistema de recolección y medición de la producción de hidrógeno se fundamenta en el 
principio de desplazamiento de volumen; se utilizaron probetas invertidas llenas de una 
solución 0.1M CuSO4.7H20, lo cual además facilitó la medida debido a su coloración. Las 
probetas están conectadas a  tubos de nylon de  2 mm de diámetro con una aguja en un 
extremo, esta aguja es insertada en la tapa de goma de las botellas y por medio de ésta 
se capta el gas generado, el cual desplaza el agua dentro de la probeta y así se mide el 
volumen producido. Este sistema se puede observar en la Ilustración 3-4.   
 
Con el fin de controlar de forma más cercana la producción de biogás de los reactores se 
decidió instalar un sistema de cámaras que fotografía cada 15 minutos las probetas y de 
esta forma se comprueba el nivel al cual se encuentran. Como ejemplo de este sistema 
de cámaras se puede observar Ilustración 3-5 donde se evidencia la evolución del nivel 
de las probetas para el día 2 de septiembre de 2011 entre las 00:01 am y las 09:01 am.    
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Ilustración 3-4 Fotografía sistema de captación de Gas H2 
 
 
Ilustración 3-5  Imagen Cámaras seguimiento producción de H2 
3.5 Diseño de experimentos 
La experimentación se realizó en tres etapas. Las primeras dos se enfocaron en  estudiar 
la influencia de diferentes parámetros en el comportamiento de la bacteria y la 
producción de hidrógeno. Estas etapas se realizaron utilizando suero de leche sintético, y  
son importantes para encontrar condiciones adecuadas para la producción de hidrógeno 
y entender la influencia de estos parámetros; lo cual genera conocimiento y ayuda a la 
aplicación sobre el suero de leche industrial. 
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3.5.1 Estudio del comportamiento de la cepa B10 
 
Los parámetros estudiados en la primera etapa fueron la concentración de fuente de 
carbono, fuente de nitrógeno, las concentraciones de iones hierro y molibdeno y la 
intensidad lumínica. Además se estudiaron dos soluciones amortiguadoras una 
K2HPO4/KH2PO4 y otra KH2PO4/Na2B4O7.10H2O. La cepa utilizada en estos 
experimentos fue B10.  Los parámetros a estudiar y los intervalos de estudio se 
seleccionaron de acuerdo a experiencias previas en el equipo de investigación y a la 
revisión bibliográfica realizada al iniciar el proyecto. 
 
Condiciones del medio de cultivo para producción de hidrógeno:  
 
• Temperatura: 30ºC  
• pH inicial: 6.8 
• Fuente de carbono: Lactato  
• Fuente de nitrógeno: Glutamato  
• Sales: Las mismas del medio RCV variación en Hierro y Molibdeno. 
• Buffer: Bórax y Fosfato. 
• Iluminación: 8.000- 30.000lux. 
 
 
 Fuente de carbono:  
 
El lactato fue seleccionado en esta etapa como fuente de carbono debido a que es un 
compuesto presente en el suero de leche industrial y además puede ser degradado por 
los microorganismos utilizados. En estos experimentos se pretende estudiar el efecto de 
la concentración de lactato en el medio sobre la producción de hidrógeno y el crecimiento 
de las bacterias. Las concentraciones seleccionadas a estudiar fueron entre 20 y 120 
mM.  
 Fuente de nitrógeno:  
 
La fuente de nitrógeno utilizada fue glutamato, un aminoácido no esencial. La selección 
de este compuesto se realizó teniendo en cuenta la disponibilidad del reactivo y su uso 
en las experimentaciones previas realizadas en el equipo de investigación. La 
concentración de fuente de nitrógeno varió en un intervalo de 7 a 50 mM. Este estudio es 
importante debido a que el suero de leche posee proteínas que se utilizarán como fuente 
de nitrógeno y es necesario estudiar como la concentración de compuestos nitrogenados 
afecta la producción de hidrógeno. 
 
 Solución amortiguadora 
 
El pH de crecimiento seleccionado fue de 6.8. La solución amortiguadora que se utiliza 
normalmente es una solución de K2HPO4/KH2PO4 0.64M (Weaver et al., 1975). Sin 
embargo, debido a una experiencia que un miembro del equipo de investigación tuvo 
anteriormente al utilizar un buffer KH2PO4/Na2B4O7.10H2O 0.25M se decidió estudiar el 
potencial uso de esta nueva solución amortiguadora. Este estudio es interesante debido 
a que el bórax es una sustancia de menor precio, comparado a las sales fosfato, y daría 
una nueva alternativa (Kolthoff 1925). 
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 Concentración de Molibdeno y Hierro: 
 
El hierro es de vital importancia en la respiración celular en las bacterias, por ser parte de 
los citocromos, y de algunas proteínas para el transporte de electrones. Además es 
fundamental para la producción de hidrógeno bajo la influencia de la nitrogenasa debido 
a que es un cofactor de esta enzima.  
El molibdeno es también un cofactor de la nitrogenasa y un elemento indispensable para 
producción de hidrógeno. Se decidió estudiar el efecto de la concentración de estos iones 
en la producción de hidrógeno para este sistema; ya que el suero de leche no posee la 
cantidad requerida de hierro ni molibdeno y por tanto tendrá que ser suplementado, por lo 
que es necesario saber la concentración de estos iones que genere una buena 
producción de hidrógeno. El intervalo de estudio fue para el hierro 43-200μM y para el 
molibdeno 1.53-50μM.  
 
 
 Intensidad luminosa 
 
Debido a que la producción de hidrógeno se realiza bajo la dependencia de la 
nitrogenasa es necesaria una fuente de energía, en este caso lumínica para que la 
bacteria lleve a cabo la fotosíntesis. Se realizó un estudio de la intensidad lumínica que 
cambia según la proximidad a la bombilla de sodio. Para esta experiencia se probaron 
intensidades en el intervalo de 8,000-30,000 lux. 
 
 
 Diseño de experimentos 
 
Se desarrollaron 34 experimentos Batch para la descripción del efecto de los parámetros 
anteriormente expuestos. La matriz de experimentos se generó utilizando el software 
Design Expert 7.0 con el diseño D-optimal, método superficie de respuesta. La matriz de 
experimentos generada se puede observar en la Tabla 3-1.  
 
Al final de la producción de hidrógeno se realizaron pruebas de consumo de lactato, 
variación del pH, concentración de biomasa, concentración de CO2. En la Ilustración 3-6 
se encuentra el diagrama de flujo para el procesamiento de las muestras. 
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Tabla 3-1 Matriz de experimentos Primera Etapa 
 
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 
Corrida 
A: [Lactato] B:Intensidad de la luz C: [Mo]  D: [Fe]  E:[Glutamato]  F:Buffer 
mM Lx µM µM mM   
1 120 8000 50 200 50 Kpi 
2 20 19000 25.75 121 28.5 Borax 
3 120 30000 50 43 7 Borax 
4 120 30000 1.53 200 28.5 Kpi 
5 70 19000 25.75 200 28.5 Borax 
6 20 30000 1.53 43 50 Kpi 
7 20 30000 50 200 7 Borax 
8 120 8000 1.53 43 7 Kpi 
9 20 8000 50 43 7 Kpi 
10 70 19000 50 121 28.5 Borax 
11 120 30000 50 43 50 Kpi 
12 20 30000 1.53 43 7 Kpi 
13 120 8000 50 43 7 Kpi 
14 20 8000 1.53 200 7 Kpi 
15 20 8000 50 200 7 Kpi 
16 20 8000 1.53 43 7 Borax 
17 120 19000 1.53 200 7 Borax 
18 120 30000 1.53 121 7 Borax 
19 120 8000 1.53 200 50 Borax 
20 20 30000 50 43 50 Borax 
21 120 30000 1.53 200 28.5 Kpi 
22 20 30000 1.53 200 50 Borax 
23 20 8000 1.53 43 50 Kpi 
24 20 8000 50 200 50 Borax 
25 20 30000 50 43 7 Kpi 
26 20 8000 1.53 43 7 Borax 
27 120 8000 50 43 50 Borax 
28 20 30000 1.53 200 7 Kpi 
29 120 8000 50 200 7 Borax 
30 120 19000 1.53 43 50 Borax 
31 120 30000 50 200 7 Kpi 
32 70 30000 1.53 200 50 Kpi 
33 20 19000 25.75 121 28.5 Borax 
34 120 30000 50 200 50 Borax 
35 20 30000 50 200 50 Kpi 
36 70 19000 25.75 200 28.5 Borax 
37 70 19000 50 121 28.5 Borax 
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Ilustración 3-6 Metodología de Análisis de Muestra (Finalización Experimentos) 
Reactor  después de 
producción de hidrógeno. 
Tomar muestra y 
hacer dilución 1/10 
con agua destilada. 
Medir absorbancia a 
660nm. 
Determinación de 
concentración de 
Biomasa. 
Medir pH 
Medir CO2. 
Extraer 3 ml 
del medio. 
Centrifugar  
14000 rpm 15 
min. 
Sobrenadante. Precipitado. 
Filtrar. 
Determinación 
de lactato. 
Lavado 2 veces con 
agua destilada. 
Secar a 60ºC por 5 
días.  
Medir peso seco. 
Capítulo 3 33 
 
 
3.5.2 Estudio del comportamiento de la cepa B10 LacZ 
El objetivo fundamental de este aparte es estudiar el comportamiento de la cepa B10 
LacZ en un sustrato sintético de condiciones cercanas a las presentadas en el suero de 
leche industrial. Los parámetros estudiados fueron la concentración de fuente de 
nitrógeno, las concentraciones de iones hierro y molibdeno y la intensidad lumínica. 
Además se estudiaron las mismas dos soluciones amortiguadoras de la etapa anterior. 
Condiciones del medio de cultivo para producción de hidrógeno:  
• Temperatura: 30ºC  
• pH: 6.8 
• Fuente de carbono: Lactato-Lactosa  
• Fuente de nitrógeno: Glutamato  
• Sales: Las mismas del medio RCV variación en Hierro y Molibdeno. 
• Buffer: Bórax y Fosfato. 
• Iluminación: 8,000-30,000 lux. 
 Fuente de carbono:  
En esta etapa se utiliza además de lactato, lactosa como fuente de carbono, este azúcar 
presente en el suero de leche puede ser degradado por los microorganismos 
recombinados y aprovechado para la producción de hidrógeno. Las concentraciones de 
lactato y lactosa fueron fijadas en valores cercanos a los obtenidos normalmente en el 
suero de leche ácido. Para lactato 20mM, para lactosa 0.2M. 
 Fuente de nitrógeno:  
La fuente de nitrógeno e intervalo de estudio fueron los mismos de la etapa anterior, 
glutamato 7-50mM. Se examinó el mismo intervalo debido a que la cepa utilizada es 
recombinante y hay otra fuente de carbono (lactosa) presente en el sustrato, por lo cual 
se necesita conocer la influencia que la concentración de fuente de nitrógeno en esta 
etapa con estas condiciones.  
 
 Solución amortiguadora 
El pH inicial del medio fue de 6.8 debido a que en este valor la cepa B10 LacZ crece 
adecuadamente (Yetis, M. et al. 2000; Yegani et al. 2005; Shi & Yu 2006). Se estudiaron 
las dos soluciones amortiguadoras de nuevo, debido a que en esta etapa el pH del medio 
varía de forma opuesta a la etapa anterior. En estos experimentos el pH baja por la 
presencia de ácidos orgánicos que se generan en la fermentación de la glucosa, por esto 
es necesario ver cómo es la variación final del pH con la presencia de un buffer u otro y 
consecuentemente cómo afecta en la producción total de hidrógeno y el crecimiento de 
las bacterias. 
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Los factores concentración de molibdeno, hierro, intensidad lumínica y temperatura 
fueron los mismos y tuvieron los mismos intervalos de estudio que los de la etapa 
anterior. 
La matriz de experimentos se generó utilizando el programa Design Expert 7.0 con el 
diseño „D-optimal‟, método superficie de respuesta. Como se puede observar en la Tabla 
3-2. 
Tabla 3-2 Matriz experimentos segunda etapa 
 
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 
Corrida 
A:Intensidad 
Lumínica B: [Fe] C:[Mo] D:[Glutamato] E:Buffer 
 
lux µM µM mM 
 1 30000 40 1.53 50 KPi 
2 19000 120 50 28.45 KPi 
3 30000 40 50 50 Borax 
4 30000 40 50 50 Borax 
5 21000 200 29.65 33.88 Borax 
6 19000 40 25.76 7 KPi 
7 8000 40 50 7 Borax 
8 8000 200 1.53 7 Borax 
9 8000 40 1.53 7 KPi 
10 28000 200 50 9.74 Borax 
11 30000 200 1.53 50 Borax 
12 30000 200 1.53 7 KPi 
13 8000 200 50 50 Borax 
14 30000 122.7 27.27 7 Borax 
15 19000 119.01 1.53 28.84 Borax 
16 8000 40 1.53 50 Borax 
17 30000 40 50 7 KPi 
18 16000 41.54 19.69 39.26 KPi 
19 8000 200 50 7 KPi 
20 8000 200 25.74 28.5 KPi 
21 30000 200 1.53 7 KPi 
22 8000 200 1.53 7 Borax 
23 8000 40 50 7 Borax 
24 16000 140 4.59 7 KPi 
25 30000 200 50 50 KPi 
26 8000 103.95 32.31 32.53 Borax 
27 8000 40 50 50 KPi 
28 30000 200 50 50 KPi 
29 30000 40 1.53 7 Borax 
30 8000 200 1.53 50 KPi 
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Se realizó un análisis del medio de cultivo al finalizar la producción de hidrógeno para 
realizar pruebas de consumo de lactato y lactosa, variación del pH, concentración de 
biomasa y peso seco. En la Ilustración3-7 se encuentra el diagrama de flujo para el 
procesamiento de las muestras. 
Ilustración 3-7 Metodología de Análisis de Muestra (Finalización Experimentos segunda etapa) 
 
Reactor  después de 
producción de hidrógeno. 
Tomar muestra y 
hacer dilución 1/10 
con agua destilada. 
Medir absorbancia a 
660nm. 
Determinación de 
concentración de 
Biomasa. 
Medir pH 
Medir CO2. 
Extraer 3 ml 
del medio. 
Centrifugar  
14000 rpm 15 
min. 
Sobrenadante. Precipitado. 
Filtrar. 
Determinación 
de lactato y  
lactosa. 
Lavado 2 veces con 
agua destilada. 
Secar a 60ºC por 5 
días.  
Medir peso seco. 
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3.5.3 Estudio del comportamiento de la cepa B10 LacZ en 
lactosuero industrial 
La tercera etapa consistió en el uso del suero de leche industrial para la producción de 
hidrógeno utilizando la cepa B10LacZ. Para poder utilizarlo fue necesario hacerle un pre-
tratamiento de acondicionamiento que consiste en las siguientes etapas (ver Ilustración 
3-8): 
 Esterilización: La esterilización se realizó mediante filtración. Se utilizó un filtro 
con un tamaño de poro de 0.22 μm en un ambiente estéril. El suero filtrado fue 
almacenado en recipientes herméticos esterilizados previamente en una 
autoclave por 15 minutos a 1.5 bar. Finalmente el suero fue colocado en 
refrigeración a 4ºC para su uso. 
 
 Descalcificación: El medio en el cual se ha llevado a cabo el crecimiento de la 
bacteria y producción de hidrógeno en las dos anteriores etapas, tiene una 
concentración de calcio de 20.4 mg por litro de medio de cultivo, mientras que el 
suero de leche tiene una mucho más elevada de 922 mg por litro. Debido a esto 
se decidió estudiar la posible influencia del calcio como un inhibidor en la 
producción de hidrógeno y crecimiento de las bacterias. El método de 
descalcificación utilizado fue el uso de cristales de fosfato de calcio  que actúan 
como núcleo para la formación de cristales más grandes facilitando la 
precipitación del calcio presente en el suero.  El proceso consiste en agitación 
constante por 90 minutos a pH fijo en 8.0 y una temperatura de 50ºC (Boulet and 
Marier, 1961; Pouliot et al., 1991). 
 
 Desproteinización: El suero de leche tiene una alta concentración de proteínas el 
cual hay que reducir. El método de desproteinización escogido fue un tratamiento 
térmico en autoclave, inicialmente se realizó un aumento de pH hasta 7.0  y se 
introdujo el suero a la autoclave a 115ºC por 15 min. Luego se enfrió durante 24 
horas en la nevera a 4ºC y se centrifugó para retirar las proteínas precipitadas, 
luego se filtro (Urribarrí et al., 2004). . 
En el caso del suero de leche industrial se realizaron experimentos con diferentes 
concentraciones de suero, con el fin de examinar el efecto que elementos presentes en el 
este pueden tener en la producción de hidrógeno y la identificación de la presencia de 
posibles inhibidores. Las concentraciones de suero seleccionadas se pueden observar en 
la Tabla 3-3. Las concentraciones de buffer y solución de sales con las que se 
complemento el suero en los reactores fueron las mismas que en el medio RCV. La 
intensidad lumínica utilizada fue 30,000 lux.  
En esta etapa de experimentos se adicionó tetraciclina, aprovechando la capacidad de la 
cepa recombinante de tolerar este antibiótico, con el fin de disminuir las posibilidades de 
contaminación.  Los experimentos de la Tabla 3-3 se realizaron para el suero de leche 
desproteinizado y para el suero de leche desproteinizado y descalcificado. 
Al finalizar los experimentos se realizó un análisis de muestra como el que se exponen 
en la Ilustración 3-7. 
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Tabla 3-3 Matriz experimentos tercera etapa. 
 
Suero de leche Buffer 
Corrida (%)   
1 50 Kpi 
2 50 Bórax 
3 70 Kpi 
4 70 Bórax 
5 85 Kpi 
6 85 Bórax 
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Ilustración 3-8 Metodología pre-tratamiento del suero de leche Industrial. 
Suero de Leche 
Medir al sobrenadante 
pH, concentración lactosa 
y lactato y proteínas 
Toma de muestra de 
suero a tratar.    
Llevar a  pH 7.0  
Almacenamiento: 
refrigeración  4ºC. 
Llevar  a 115ºC por 15 minutos 
en autoclave. 
Refrigerar por 24 horas a 
4ºC 
Centrifugar 13000 rpm 
15 minutos 
Filtrar en medio estéril 
con filtro 0.22 μm 
Filtrar utilizando filtro 
analítico 
Llevar a pH 8 
Desproteinización 
Esterilización 
Medir al sobrenadante pH, 
concentración lactosa y 
lactato y proteínas 
Descalcificación 
Agitar constantemente  
Temperatura 50ºC por 90 
minutos 
Adicionar cristales de fosfato 
de calcio 0.2g/Kg suero  
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3.6 Técnicas Analíticas 
3.6.1 Determinación de pH 
 
El pH, tiene un marcado efecto en la velocidad de crecimiento y en el rendimiento de un 
sistema biológico (Ferchichi et al., 2005). La medición del pH se realizó en un 
potenciómetro referencia Thermo scientific Orion Star 4-star, previamente calibrado con 
soluciones buffer de pH 4, 7 y 10,  reajustar el pHmetro si es necesario. 
 
3.6.2 Determinación de lactosa 
 
Se realizaron determinaciones de la concentración de lactosa en los experimentos tanto 
al iniciar como al terminar para observar cuanto se consume.   
Las condiciones a las cuales se realizó la detección por HPLC fueron: columna  Shodex 
RSpak KC-811, a una temperatura de 30°C, con ácido fosfórico0.1% p/p como fase 
móvil, a un flujo de 0.6 ml/min y con 20 μL de volumen de inyección. Se utilizaron como 
patrones: Lactosa y Lactato. Las curvas patrón, junto con las áreas y el tiempo de 
retención se pueden observar en el Anexo B. 
 
3.6.3 Determinación de lactato 
 
Las determinaciones para el lactato se realizaron en la etapa inicial mediante método 
colorimétrico basado en la actividad de L-lactato oxidasa (Sobioda, France). Una 
descripción más detallada de este método se encuentra en el Anexo C. 
La medición de la concentración de lactato en la segunda etapa se realizó utilizando 
cromatografía líquida de alta resolución HPLC al igual que con la lactosa. Para una 
descripción más detallada de este método ver Anexo B. 
3.6.4 Determinación de proteínas solubles 
La determinación de proteínas solubles se realizó utilizando el método de Bradford, por 
medio del Kit para pruebas Bradford Biorad®. Se utilizó el reactivo QuickStart Bradford 
Dye Reagent 1x 1L. La curva de calibración se realizó con albumina desuero bovino 
(BSA). En el Anexo D se encuentra una descripción más detallada. 
3.6.5 Determinación de CO2 
La medición de dióxido de carbono en fase gaseosa se realizó con un sensor 
miniatura(2112BC20-KIT, Euro-Gas Management Services Ltd, UK) equipado con una 
celda de medición fabricada en el laboratorio. 
Para calibrar el sensor en la concentración cero se utilizó nitrógeno. La medida base fue 
la concentración de dióxido de carbono atmosférico que es aproximadamente 0.039%. 
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Ilustración 3-9 Fotografía sensor de CO2. 
3.6.6 Determinación Calcio 
La determinación de calcio se llevo a cabo mediante el método analítico de 
Espectrometría de Absorción Atómica. Estos ensayos se realizaron a las muestras de 
suero de leche industrial antes y durante las etapas del pre-tratamiento.  
 
3.6.7 Determinación de Hidrógeno 
Se realizaron pruebas de determinación de hidrógeno mediante cromatografía de gases 
para comprobar su producción y pureza. Las condiciones para la cromatografía fueron:  
 
 Gas de Arrastre: Argón 
 Columna: Malla molecular 5ª 
 Detector: TCD a 150º C 
 Inyector a 100ºC 
 Volumen de Inyección: 1ml 
 
3.6.8 Análisis estadístico 
El paquete de software estadístico Design Expert.7.0 (Stat Ease, Minneapolis, USA) se 
utilizó para el análisis de regresión de los resultados experimentales y para estimar los 
coeficientes de la ecuación de regresión, incluyendo el análisis de varianza ANOVA para 
obtener la interacción entre las variables y el modelo. La función respuesta polinomial 
cuadrática se expresa como: 
Y = 0 + 1A + 2  + 3C+ 4D + 5E + 6F+ 1 2A  + 1 3AC + 1 4AD + 1 5AE + 1 6AF 
+ 2 3 C + 2 4 D + 2 5 E + 2 6 F + 3 4CD + 3 5CE + 3 6CF + 4 5DE + 4 6DF + 
5 6EF + 11A
2 + 22
2+ 33C
2 + 44D
2 + 55E
2 + 66F
2+ 
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Donde Y es la respuesta pronosticada, 0,un coeficiente constante, es la respuesta de Y 
cuando ambos efectos principales (Xi,Xj) son 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 son el coeficientes 
lineales, i i son los coeficientes cuadráticos y i j son los coeficientes de interacción, y  
el error del modelo. A, B, C, D, E y F son la concentración de lactato, la intensidad de la 
luz, la concentración, molibdeno, hierro, glutamato y la naturaleza de buffer, 
respectivamente. 
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4. Resultados y Análisis 
A continuación se presentan los resultados de las diferentes etapas de la 
experimentación y el análisis de los mismos. 
4.1 Estudio del comportamiento de la cepa B10 
La medición de la producción de hidrógeno se realizó mediante la evaluación 
fundamentada en la producción total de biogás expresada en mililitros. Estos mililitros de 
hidrógeno incluyen el porcentaje de CO2 que a pesar de que se midió no se retiro de la 
medida ya que es menor al 4% debido a esto el biogás se puede utilizar directamente sin 
tratamiento ni purificación en una pila combustible de membrana de intercambio de 
protones (PEM fuel cell) (He et al., 2005).  
 
Los resultados de producción total de hidrógeno, concentración de biomasa, pH final y 
porcentaje de CO2  para cada experimento se muestran en la Tabla 4-1. 
 
Como se puede observar el intervalo de producción de hidrógeno se encuentra entre 0 y 
892 ml. La concentración de CO2 en el biogás está entre 0.08 y 3.5%, valor comparable 
al obtenido en estudios previos (He et al., 2005). Además se realizó la medida del 
porcentaje de hidrógeno en el biogás mediante cromatografía de gases. Se escogió un 
experimento que contenía buffer bórax para comprobar la concentración de hidrógeno ya 
que en la revisión bibliográfica solo se encontraron estudios para el buffer Kpi. Se obtuvo 
en esta medición un porcentaje de  98% de hidrógeno v/v. Lo cual indica que para el 
buffer bórax también se produce un biogás mayormente compuesto de hidrógeno.  
 
El pH final de los experimentos varía entre 6.897-9.134 para el buffer  Kpi y 6.931-8.401 
para el buffer Bórax.  
 
El porcentaje de oxidación por R. capsulatus cepa B10 de la fuente de carbono, en este 
caso lactato de sodio, varió en función de las condiciones experimentales. Para 
concentraciones iníciales de lactado de 20 mM hubo una oxidación completa. Para 
mayores concentraciones (70y120mM), el porcentaje de oxidación varió en un intervalo 
de 69-100%. 
 
El tiempo total de incubación para la producción de H2varió según las condiciones 
experimentales. Así, el rango general fue de 23.5 – 216 horas, para los experimentos 5 y 
27, respectivamente. Esta variación no sólo depende de la concentración de lactato, sino 
también de otros parámetros experimentales. Por ejemplo, una incubación140 horas fue 
necesaria, con una concentración inicial de lactato de 20 mM  en el caso del experimento 
44 Evaluación experimental de la producción de hidrógeno a partir de suero de leche como sustrato 
de en la fotosíntesis de microorganismos recombinados de Rhodobacter capsulatus 
 
21. Por otro lado, un período de 40 horas fue suficiente para oxidar completamente la 
concentración inicial de lactato de 120 mM presente en el experimento 17. 
 
Tabla 4-1 Resultados primera etapa. 
Experimento Producción H2(ml) %CO2 
Concentración 
Biomasa (g ps /L) pH 
1 85 0.16 15.87 8.02 
2 106 1.80 9.74 7.709 
3 892 2.00 2.62 7.273 
4 115 0.62 11.29 8.342 
5 26 0.03 7.69 9.134 
6 200 1.40 3.64 7.129 
7 160 2.40 3.76 6.897 
8 100 2.40 3.11 6.951 
9 236 0.11 8.71 7.799 
10 110 1.70 10.19 7.326 
11 169 2.00 3.80 7.207 
12 190 1.80 4.62 7.146 
13 136 0.90 4.99 7.815 
14 100 1.20 4.58 7.157 
15 88 1.00 4.75 7.494 
16 744 2.20 2.95 6.931 
17 238 0.08 8.18 7.982 
18 172 0.33 8.96 8.064 
19 158 1.40 8.14 7.988 
20 0.001 0.08 7.65 8.967 
21 24 0.30 8.55 8.401 
22 186 1.00 3.35 7.011 
23 84 1.60 4.46 7.269 
24 52 1.70 8.30 7.402 
25 214 3.20 4.05 6.941 
26 204 2.60 5.97 7.643 
27 292 1.80 8.59 7.147 
28 326 3.50 2.66 6.928 
29 146 1.80 9.53 7.835 
30 138 0.88 8.84 7.953 
31 685 0.14 13.38 8.126 
32 50 0.37 9.20 8.941 
33 132 3.10 10.02 7.426 
34 303 0.47 9.53 7.865 
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Ilustración 4-1 Producción de Hidrógeno por concentración de biomasa. 
La concentración de biomasa final de los experimentos tuvo un intervalo de 15.9 a 2.7 g 
de peso seco /L para el buffer Kpi y entre 13.4 y 2.6 g de peso seco/L para el buffer 
Bórax. A pesar que lo valores para el buffer bórax son menores la diferencia no es 
importante. Sin embargo, al analizar la tendencia de los valores de producción de 
hidrógeno por peso seco según la concentración de fuente de carbono inicial, como se 
puede observar en la Ilustración 4-1, se observa una diferencia importante.  
En el caso de la menor concentración de lactato (20mM) no se obtuvo una diferencia 
visible para la producción de H2 por gramo peso seco, indicando que hay un crecimiento 
de la biomasa y producción de hidrógeno similar para ambos buffer. Caso contrario el 
que se puede observar para las concentraciones más altas (70 mM y 120 mM). En estas 
al comparar los dos buffer se observa que el buffer bórax presenta mejor producción de 
hidrógeno por gramo de peso seco. Esto indica que hay un menor crecimiento de 
biomasa y una mayor producción de hidrógeno para este buffer, lo cual es ventajoso para 
el proceso. 
 
En términos generales la producción de hidrógeno por gramo de peso seco para el buffer 
Kpi presenta un intervalo entre 0 y 1114.5 ml de H2/g ps, para el buffer bórax se 
encuentra entre 25.52 y 3097.2 ml de H2/g ps. El buffer bórax demostró tener una mejor 
producción respecto a la concentración de la biomasa para la primera etapa. 
4.1.1 Análisis Estadístico 
Con el fin de establecer un modelo matemático utilizado para la determinación de las 
condiciones óptimas, los parámetros que tienen la mayor influencia en la respuesta 
deben ser identificados. La relación entre los seis parámetros y la respuesta producción 
de H2 ajustó adecuadamente a un modelo cuadrático con una respuesta transformada. 
Se realizó una reducción del modelo para eliminar todos los términos no significativos, a 
excepción de los que se requieren para soportar la jerarquía del modelo. 
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La ecuación final resultante es la siguiente: 
 
√(H2 producción) = 
8.93 
 3.48 * A 
3.71 * B 
-0.19 * C 
1.28 * D 
-2.82 * E 
1.72 * F 
1.06 * A * B 
0.74 * A * D 
0.89 * A * F 
1.44 * B * F 
-1.15 * C * D 
0.75 * C * F 
1.75 * D * E 
-0.63 * D * F 
4.57 * A^2 
-5.49 * B^2 
5.05 * C^2 
Ecuación 4-1 Ecuación global modelo primera etapa. 
Los modelos de regresión de segundo grado en términos de factores experimentales 
para la producción de H2 para los dos buffers (factor F) obtenidos a partir de un diseño 
experimental se presentan como: 
 
√(H2 producción) = 
5.56E+00 
 -2.63E-01  * A 
1.80E-03  * B 
-4.10E-01  * C 
-2.86E-03  * D 
-2.53E-01  * E 
1.93E-06  * A * B 
1.86E-04  * A * D 
-5.94E-04  * C * D 
1.02E-03  * D * E 
1.83E-03  * A^2 
-4.54E-08  * B^2 
8.58E-03  * C^2 
Ecuación 4-2 Ecuación KPi modelo primera etapa. 
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√(H2 producción) = 
1.84E+00 
 -2.27E-01  * A 
2.06E-03  * B 
-3.48E-01  * C 
-1.87E-02  * D 
-2.53E-01  * E 
1.93E-06  * A * B 
1.86E-04  * A * D 
-5.94E-04  * C * D 
1.02E-03  * D * E 
1.83E-03  * A^2 
-4.54E-08  * B^2 
8.58E-03  * C^2 
Ecuación 4-3 Ecuación Bórax modelo primera etapa. 
 
Los signos positivos o negativos antes de un coeficiente en los modelos de segundo 
grado indican un efecto sinérgico o un efecto antagonista del factor. Los datos muestran 
una fuerte dependencia de la respuesta (variable dependiente) con las variables 
independientes, las interacciones y los efectos cuadráticos. 
 
Para la comprobación del modelo se aplicó el análisis de varianza ANOVA para la 
estimación de la significancia del modelo. Este análisis en la Tabla 4-2. 
 
El ANOVA fue significativo para el modelo (P <0,0001) con un F-valor de 38,38. 
La importancia de cada coeficiente se determinó mediante los valores de F y P. 
Valores de P menores de 0,0500 indican que los términos del modelo son significativos.  
A pesar de que el factor C no es un término significativo, no puede ser eliminado debido 
a que es un factor primario y afectaría la jerarquía del modelo. 
 
El modelo matemático apropiado se seleccionan con base a las comparaciones de varios 
parámetros estadísticos como la desviación estándar (DE), el coeficiente de correlación 
múltiple (R2), el coeficiente de correlación múltiple ajustado (R2 ajustado), coeficiente de 
correlación múltiple previsto (R2 previsto), la precisión adecuada y el coeficiente de 
variación proporcionados por el software. 
 
La desviación estándar fue de 1,34 la cual es satisfactoria. El ajuste del modelo se 
comprobó también por el coeficiente de correlación múltiple R2, el cual tuvo un valor de 
0,9761 a 95% de nivel de confianza,  cuanto más cerca de 1 está el R2 mejor el 
modelo. El R2 ajustado, es igual a 0,9506 lo cual es aceptable ya que es superior al límite 
mínimo 0,85. 
 
El F-test de la falta de ajuste (LOF) describe la variación de los datos respecto al modelo 
ajustado. Si el modelo no se ajusta bien a los datos, el F-valor para LOF será significativo 
es decir menor a 0.05. En este caso, este LOF era no significativo, lo que implica que 
existe una correlación adecuada del modelo entre las variables de proceso y las 
respuestas. 
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Tabla 4-2 Análisis ANOVA primera etapa. 
 
Suma de 
cuadrados 
GL 
Promedio 
de los 
cuadrados 
Valor F Valor P 
Modelo 1163.40 17 68.44 38.38 < 0.0001 
A-Lactato 279.54 1 279.54 156.79 < 0.0001 
B-Luz 298.18 1 298.18 167.23 < 0.0001 
C-Mo 0.94 1 0.94 0.53 0.4782 
D-Fe 39.21 1 39.21 21.99 0.0002 
E-Glutamato 202.18 1 202.18 113.40 < 0.0001 
F-Buffer 57.08 1 57.08 32.01 < 0.0001 
AB 23.84 1 23.84 13.37 0.0021 
AD 12.30 1 12.30 6.90 0.0183 
AF 17.04 1 17.04 9.56 0.0070 
BF 44.04 1 44.04 24.70 0.0001 
CD 29.66 1 29.66 16.64 0.0009 
CF 9.99 1 9.99 5.60 0.0309 
DE 60.85 1 60.85 34.13 < 0.0001 
DF 10.24 1 10.24 5.75 0.0291 
A
2 37.33 1 37.33 20.94 0.0003 
B
2 45.05 1 45.05 25.27 0.0001 
C
2 40.16 1 40.16 22.53 0.0002 
Residual 28.53 16 1.78   
Falta de ajuste 25.07 12 2.09 2.41 0.2047 
Error Puro 3.46 4 0.87   
Total 1191.93 33    
 
"La precisión adecuada" Compara el intervalo de los valores previstos por el diseño con 
el error de predicción promedio. Una proporción mayor que 4 es deseable. La relación de 
29,516 es adecuada. 
 
El coeficiente de variación (CV) es un indicador del grado de precisión para la 
comparación de diferentes procesos. El CV se considera reproducible si no es mayor que 
10%.Cuanto menor sea el CV%, mayor será la precisión. En el caso del modelo obtenido, 
el parámetro de CV fue de 10,34%, mostrando una aceptable fiabilidad. 
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El parámetro PRESS es una medida de que tan bien el modelo obtenido predice las 
respuestas en nuevos experimentos. Son deseables pequeños valores PRESS. Debido a 
la dificultad de analizar este indicador, el parámetro R2 previsto se definió como 1 - 
(PRESS/SStotal). Entre más se acerque el  R2 previsto a 1,0, mejor es la capacidad de 
predicción. En nuestro caso, este parámetro tiene un valor de 0,8822, cercano a 1. Más 
allá, el R2 previsto 0,8822 está en acuerdo razonable con el R2 ajustado de 0,9506. 
Para garantizar la idoneidad del modelo, fueron examinados también los gráficos de los 
residuales. Ver Anexo E. 
 
 Gráficas de Perturbaciones 
 
En la gráfica de perturbación se comparan los efectos de los diferentes parámetros sobre 
la respuesta para las condiciones de los valores del punto central. Las gráficas para 
ambas soluciones amortiguadoras dieron idénticas, sólo la amplitud de las líneas cambia 
(Ilustraciones 4-2 y 4-3) 
 
Una curvatura pronunciada en un factor muestra que la respuesta (producción total de 
H2) es muy sensible a este factor. Tal es el caso de la luz (factor B), la concentración de 
lactato (factor A) y sales de molibdeno (factor C). 
Las líneas relativamente planas de los factores D y E muestran baja sensibilidad por 
parte de la respuesta hacia estos factores o un efecto relativamente pequeño sobre la 
misma. 
 
.  
Ilustración 4-2 Gráfica de Perturbaciones para buffer Bórax. 
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Ilustración 4-3 Gráfica de Perturbaciones para buffer KPi. 
 Gráficas de Interacciones 
 
A continuación se presentan las gráficas de interacción en la producción de H2. Existe 
interacción entre dos factores cuando las líneas en la gráfica no son paralelas. Lo que 
significa que el efecto de un factor depende del nivel del otro. Las barras perpendiculares 
en los extremos de las líneas representan la mínima diferencia significativa entre los 
resultados (95% de confianza). Si estas barras se superponen representa que no hay 
ninguna diferencia significativa entre los dos puntos. Las líneas rojas indican el valor 
máximo del factor estudiado y las negras el valor mínimo. 
 
En las primeras gráficas se muestra la interacción de la concentración de lactato y  la 
intensidad de la luz Ilustración 4-4 y 4-5 las líneas de respuestas no son paralelas y se 
observan grandes variaciones para concentraciones altas de lactato. El efecto de la 
concentración de lactato en la producción de H2 depende del valor de la intensidad de la 
luz. Este efecto es más importante con una intensidad de luz alta (30,000 lux), que a baja 
intensidad (8,000 lux).  La tendencia de esta interacción se observa tanto en el buffer KPi 
como en el Bórax. Esta correlación se observó previamente  en un estudio (Obeid et al., 
2009) para una cepa mutante de R. capsulatus súper productora de hidrógeno. La 
producción de hidrógeno se incrementó a medida que incrementaba la intensidad 
lumínica de 3,000 a 30,000 lux y alcanzó mejores valores de producción para el intervalo 
de  30,000 a 50,000 lux. La influencia de estos dos factores juntos no había sido 
estudiada antes, los resultados conseguidos anteriormente se obtuvieron de una 
metodología de experimentación de un factor a la vez (OFAT por sus siglas en 
inglés)(Kim et al., 2006; Das, 2009). 
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Ilustración 4-4 Interacción Lactato-Luz (Bórax).   
   (        ) 30,000 lux (       ) 8,000 lux 
 
Ilustración 4-5 Interacción Lactato-Luz (KPi). 
   (        ) 30,000 lux (       ) 8,000 lux 
 
Existe una interacción entre la concentración de hierro y de lactato. Las líneas para la 
producción de hidrógeno no son totalmente paralelas en ningún intervalo de 
concentración de lactato, esto demuestra que el efecto que la concentración de hierro 
tiene sobre la producción de hidrógeno depende de los valores de la concentración de 
lactato. Este efecto es más pronunciado para el buffer KPi que para el buffer Bórax como 
se puede observar en las Ilustraciones 4.6 y 4.7 respectivamente. 
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Ilustración 4-6Interacción Lactato-Fe (KPi). 
   (        ) 200 μM (       ) 43 μM 
 
 
Ilustración 4-7Interacción Lactato-Fe (Bórax). 
   (        ) 200 μM (       ) 43 μM 
 
Una conclusión similar a la conseguida en el caso anterior se obtuvo al observar la 
interacción entre las concentraciones de hierro y molibdeno. Se obtuvieron dos líneas no 
paralelas en las cuales el efecto de la concentración de Mo es más importante a altas 
concentraciones de Fe y bajas concentraciones de Mo. En este caso se observa un 
mayor efecto para el buffer KPi que para el buffer Bórax. Ilustraciones 4-8 y 4-9. 
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Ilustración 4-8 Interacción Fe-Mo (KPi). 
   (        ) 200 μM (       ) 43 μM 
 
 
Ilustración 4-9 Interacción Fe-Mo (Bórax). 
(        ) 200 μM (       ) 43 μM 
 
La gráfica de interacciones entre la concentración de glutamato y la concentración de Fe 
sobre la respuesta de producción de H2 mostró dos líneas rectas no paralelas. Se 
observó una variación baja de la producción de hidrógeno a lo largo del rango de 
concentración de hierro. El efecto del glutamato sobre la producción de hidrógeno fue 
más marcado a bajas concentraciones de hierro (40μM) que a las más altas (200μM). 
Esta tendencia se observo para ambos buffer. Ilustraciones 4-10 y 4-11. 
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Ilustración 4-10 Interacción Fe-Glutamato (KPi) 
(        ) 50 mM (       ) 7 mM 
 
 
Ilustración 4-11 Interacción Fe-Glutamato (Bórax). 
(        ) 50 mM (       ) 7 mM 
 
La interacción entre las concentraciones de Mo y Fe y la producción de hidrógeno estaba 
previamente descrita para Rhodobacter sphaeroides (Kars et al., 2006). En este estudio 
el medio de crecimiento contenía malato y glutamato como fuente de carbono y nitrógeno 
respectivamente. El intervalo de variación del Mo fue entre 0 y 16.5 μM y para el Fe fue 
de 0 y 10 mM. En el caso del Mo se encontró que para la mayor concentración se obtuvo 
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la mejor producción de hidrógeno. Para el Fe la concentración que presento una mejor 
producción de hidrógeno fue 0.1 mM. Esto causado probablemente al efecto tóxico del 
Fe, debido a su capacidad para catalizar reacciones de formación de radicales libres, los 
cuales son capaces de producir daño oxidativo en todas las estructuras celulares. 
 
 Análisis de la superficie de respuesta 3D para el buffer KPi 
 
La superficie de respuesta tridimensional para la producción de H2 para el buffer Kpi está 
representada en la Ilustración 4-12 en función de las concentraciones de lactato y Fe. 
Esta tiene forma de superficie cóncava. La mínima producción de H2 (214 ml) dio como 
resultado de una concentración inicial de lactato de 58 mM y de Fe de 40 μM. Los 4 
extremos de la superficie presentan valores diferentes. La máxima producción de H2 (662 
ml) se produjo cuando las concentraciones de lactato y Fe fueron 120 mM y 200 μM, 
respectivamente. Los otros 3 extremos tuvieron valores  468 ml (120 mM, lactato, 40 μM 
de Fe), 297 ml (20 mmol de lactato, 40 μM de Fe), y 337 ml (20 mmol de lactato, 200 μM 
Fe). Como se puede observar al incrementar la concentración de Fe de 40 a 200 μM a la 
concentración de 120 mM de lactato se obtuvo aumento 41.4%  y de 13.5% para 20 mM 
de lactato. Este incremento es linear en función de la concentración de hierro. 
 
 
 
Ilustración 4-12 Superficie de Respuestas Fe-Lactato (KPi). 
 
En función de lactato y la intensidad de luz, la superficie 3D-respuesta mostró una forma 
de silla de montar Ilustración 4-13. El óptimo de producción de H2 (662 ml) se obtuvo 
cuando la concentración de lactato fue de 120 mM y la intensidad de la luz  22.400lux. A 
una intensidad lumínica baja (8.000 lux), la producción de H2 fue una curva en función de 
la concentración de lactato: 140 ml de H2 (20 mM de lactato), 88  ml H2 (56mM) y 272 ml 
(120 mM). En alta intensidad lumínica (30.000 lux), esta no linealidad fue más marcada: 
203ml (20 mM de lactato), 171 ml (46 mM de lactato), y 530 ml (120 lactato mM). Esta 
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superficie de producción de H2 mostró un grado de curvatura importante para una 
concentración de 120mM de lactato y en el intervalo de intensidad de la luz 8,000-25000 
lx. Para una mayor intensidad de la luz, la producción de H2 decrece rápidamente. 
 
 
Ilustración 4-13 Superficie de Respuestas Luz-Lactato (KPi). 
 
 Análisis de la superficie de respuesta 3D para el buffer Bórax 
 
Las graficas de superficie 3D tienen las mismas formas que en el caso anterior; forma 
cóncava para la gráfica en función de Fe-Lactato y forma de silla de montar para la 
gráfica en función de intensidad lumínica y concentración de lactato.  
Sin embargo hay algunas diferencias pronunciadas cuando se comparan las superficies 
3D del buffer KPi Ilustración 4-12 y 4-13y el buffer bórax. En la Ilustración 4-14 se 
observa que la mínima producción de hidrógeno es de 219 ml para una concentración de 
lactato de 36 mM y 200 μM de Fe. Además las curvaturas son diferentes, como se puede 
observar para una concentración de 20mM hubo una disminución de 50%y para 120mM 
una de 17% al recorrer el intervalo de valores de Fe de 40 a 200 μM.  
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Ilustración 4-14 Superficie de Respuestas Fe-Lactato (Bórax) 
 
La producción de hidrógeno incrementa al aumentar los valores de lactato y la intensidad 
de luz hasta un valor alto de 893 ml para 120mM de lactato y 25.000 lux. Es necesario 
tener en cuenta que ya que la optimización se lleva a cabo mediante métodos 
estadísticos y considerando el modelo generado por Design Expert, existen varias 
posibles respuestas óptimas que varían en un intervalo superior que es el que se 
encuentra diferenciado por el color rojo en las gráficas. 
La amplitud de curvatura de producción H2varía en función de la intensidad de la luz. 
Para una concentración de lactato 20 mM, la producción de H2 aumentó en 219% en 
comparación con el 60% para el buffer KPi en la superficie de respuesta 3-D. La misma 
tendencia se obtuvo a una alta concentración de lactato (120 mM) aumentó de 
224% frente al 142% para el buffer KPi. 
 
Ilustración 4-15 Superficie de Respuestas Luz-Lactato (Bórax) 
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Optimización 
  
Basándose en la Ecuación 4-2 del modelo la predicción para el buffer KPi la mayor 
producción de hidrógeno fue de 662 ml con condiciones experimentales de concentración 
de: lactato 120 mM, glutamato 7 mM, Mo 1,52 μM, Fe 200 μM, intensidad de luz de 
22.500 lux. La conveniencia fue sólo 0.86 no está cerca del valor ideal de 1. 
 
Con un medio que contiene buffer de bórax (Ecuación 4-3), las condiciones 
experimentales óptimas para la mejora de la producción total deH2 (893ml) fueron: la 
concentración de: lactato120 mM, glutamato 7 mM, Mo 50μM, Fe 107 μM, y una 
intensidad lumínica de 24.900 lux. 
 
Dos experimentos se llevaron a cabo para la confirmación del modelo de la producción 
total de H2 utilizando R. capsulatus.  Uno para el buffer bórax y otro para el buffer KPi. 
Los resultados respectivamente fueron 938 y 697 ml de biogás. Valores que tiene un 
error respecto a los valores originales (893ml Bórax  y 662 ml KPi) del  5.0 % y 5.3% los 
cuales son errores aceptables para el modelo.  
Estos valores óptimos son válidos dentro del rango especificado de parámetros de 
proceso. Cualquier extrapolación debe ser confirmada a través de experimentos 
adicionales. Los rendimientos producto/sustrato (YP/S), la productividad volumétrica de 
hidrógeno (PVH) y el porcentaje de rendimiento obtenidos para esta etapa se observan 
en la Tabla 4-3. 
 
Tabla 4-3 Rendimiento (producto/sustrato), productividad y % Rendimiento.  
(Primera etapa). 
Buffer 
Producción H2 
(mL) 
YP/S 
 (mol H2/mol 
sustrato) 
PVH  
(ml H2/L. h) 
% Rendimiento 
Yreal/Yteórico  
Bórax 938 2.22 55.37 72.70 
KPi 697 1.65 42.81 54.02 
4.2 Estudio del comportamiento de la cepa B10 LacZ 
En la segunda etapa de experimentación se evalúa también la medición de la producción 
de hidrógeno de acuerdo con la producción total expresada en mililitros de hidrógeno, los 
cuales incluyen el porcentaje de CO2. La principal diferencia con la etapa anterior es que 
la fuente de carbono no está constituida exclusivamente por lactato sino que además 
contiene lactosa y adicionalmente estos compuestos se encuentran en una concentración 
constante por lo cual la concentración de fuente de carbono no es un parámetro a 
evaluar. 
 
Los resultados de producción total de hidrógeno, concentración de biomasa, pH final y 
porcentaje de CO2  para cada experimento se muestran en la Tabla 4-4. 
Como se puede observar el intervalo de producción de hidrógeno se encuentra entre 14 y 
390 ml. La concentración de CO2 en el biogás está entre 0.3 y 3.1%, valor muy similar al 
obtenido en la etapa anterior. Para esta etapa se realizó también la medida del 
porcentaje de hidrógeno en el biogás para un experimento mediante cromatografía de 
gases. Para comprobar que utilizando el buffer bórax y la cepa recombinante la 
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concentración de hidrógeno es similar a la obtenida en la etapa anterior y que no se está 
generando en altas concentraciones ningún otro compuesto además del H2 y CO2. Se 
obtuvo en esta medición un porcentaje de  96% de hidrógeno v/v.  
 
El pH final de los experimentos varía entre 6.13-4.22 para el buffer  KPi y 6.7-4.9 para el 
buffer Bórax.  
Tabla 4-4 Resultados segunda etapa. 
Experimento H2(ml) %CO2 
Concentración de 
Biomasa (g ps/L)  
pH 
1 22 0.3 12.06 6.09 
2 22 0.82 12.70 5.35 
3 164 2.8 12.87 5.63 
4 136 1.9 8.85 5.55 
5 78 2.9 13.16 5.28 
6 110 1.2 12.17 5.66 
7 144 2.1 8.10 5.45 
8 162 1.4 6.93 6.14 
9 74 1.2 11.18 5.53 
10 252 1.7 7.57 4.9 
11 110 1.9 13.11 5.35 
12 390 1.3 8.91 5.5 
13 58 1.1 5.88 5.97 
14 340 1.4 6.41 4.97 
15 70 3.1 12.93 5.34 
16 20 1.1 13.40 6.7 
17 222 2.2 10.19 5.99 
18 74 0.8 19.51 4.22 
19 140 2.2 9.15 5.07 
20 39 1.6 11.59 5.24 
21 272 1.4 7.69 5.92 
22 122 1.3 7.57 6.08 
23 162 1.1 9.32 5.81 
24 259 1.7 8.50 5.2 
25 26 2.1 11.36 5.8 
26 15 1.2 13.81 6.24 
27 14 1.4 11.71 5.53 
28 24 1.5 13.57 6.13 
29 220 0.88 8.68 6.09 
30 90 1.2 11.88 5.21 
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El porcentaje de oxidación por R. capsulatus cepa B10 LacZ de la fuente de carbono, en 
el caso del lactato de sodio, varió en función de las condiciones experimentales entre un 
intervalo de11-94%. Para la lactosa el intervalo fue de 1.8 - 66%.  
Como se puede observar los porcentajes de oxidación son mucho menores que los de la 
etapa anterior, teniendo en cuenta que en la primera etapa para concentraciones de 
20mM se consumió todo el lactato. Estos resultados insinúan que el consumo de lactosa- 
lactato no es secuencial sino serial, lo que significa que la bacteria utiliza las dos fuentes 
de carbono al tiempo.  
 
La principal desventaja de la utilización de lactosa como fuente de carbono es que al 
actuar la enzima β-galactosidasa, cataliza la reacción de hidrólisis de la lactosa y libera 
glucosa y galactosa en el medio, la bacteria utiliza únicamente la glucosa (Weaver et al., 
1975) e inicia un proceso de fermentación con el cual produce hidrógeno, pero al mismo 
tiempo produce ácidos orgánicos que bajan el pH del medio e inactiva la bacteria. Las 
bacterias purpuras no del azufre tras un proceso de adaptación pueden llegar a consumir 
los ácidos orgánicos que se producen en la fermentación de la glucosa y así mejorar 
notablemente el rendimiento del proceso. Sin embargo los microorganismos que se 
utilizaron no están adaptados y además el descenso del pH parece ocurrir más rápido de 
lo que las bacterias pueden consumir los ácidos, por lo cual para obtener una mejor 
producción de hidrógeno es necesario regular el pH. Sin embargo este estudio no está en 
el dominio de este proyecto de tesis, ya que en esta etapa de investigación solo se 
pretende estudiar la influencia de algunos parámetros. 
El tiempo total de incubación para la producción de H2varía respecto a lo obtenido en la 
etapa anterior. Los tiempos de adaptación de las bacterias al medio son mayores debido 
a que en esta etapa el medio contiene lactosa. Así, el rango general fue de 101 a 490 
horas, para los experimentos 16 y 4, respectivamente, el promedio del tiempo requerido 
para el inicio de la producción de hidrógeno fue de 36 horas. Estas variaciones en los 
tiempos de incubación y producción dependen de la interacción e influencia de todos los 
parámetros experimentales ya que en esta etapa la concentración de fuente de carbono 
es igual para todos los experimentos. 
 
La concentración de biomasa final de los experimentos varió entre 19.5 y 5.9 g ps/L. 
Estos valores no son diferentes de forma importante a los obtenidos en la etapa anterior. 
Los valores de producción de hidrógeno por peso seco para buffer KPi se encuentran 
entre 15 y 547 ml de H2/g ps, para el buffer bórax se encuentra entre 13.6 y 663.3 ml de 
H2/g ps. A diferencia de los resultados obtenidos en la etapa anterior no hay una 
diferencia significativa para los 2 buffer en la producción de hidrógeno por concentración 
de biomasa.  
4.2.1 Análisis Estadístico 
 
La relación entre los cinco parámetros y la respuesta producción de H2 ajustó 
adecuadamente con un modelo cuadrático y con una respuesta transformada de raíz 
cuadrada. Se realizó una reducción del modelo para eliminar todos los términos 
insignificantes, a excepción de los que se requieren para soportar la jerarquía. La 
ecuación final resultante es la siguiente donde, A, B, C, D y E son la intensidad de la luz, 
la concentración hierro, molibdeno, glutamato y la naturaleza de buffer, respectivamente. 
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√(H2 producción) = 
7.671 
 1.857  * A 
0.830  * B 
-0.112  * C 
-3.185  * D 
0.793  * E 
-0.840  * A * D 
0.863  * A * E 
-1.193  * B * C 
1.068  * C * E 
2.946  * D^2 
Ecuación 4-4 Ecuación Global del modelo segunda etapa. 
Los modelos de regresión de segundo grado en términos de factores experimentales 
para la producción de H2 para los dos buffers (factor E) obtenidos a partir de un diseño 
experimental se presentan como: 
 
√(H2 producción) = 
1.07E+01 
 1.92E-04  * A 
2.62E-02  * B 
2.51E-02  * C 
-4.44E-01  * D 
-3.55E-06  * A * D 
-6.15E-04  * B * C 
6.37E-03  * D^2 
Ecuación 4-5 Ecuación para KPi del modelo segunda etapa. 
√(H2 producción) = 
7.08E+00 
 3.49E-04  * A 
2.62E-02  * B 
1.13E-01  * C 
-4.44E-01  * D 
-3.55E-06  * A * D 
-6.15E-04  * B * C 
6.37E-03  * D^2 
Ecuación 4-6 Ecuación para Bórax del modelo segunda etapa. 
Los signos positivos o negativos antes de un coeficiente en los modelos de segundo 
grado indican un efecto sinérgico o un efecto antagonista del factor 
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Para la comprobación del modelo se aplicó el análisis de varianza ANOVA para la 
estimación de la significancia del modelo. Este análisis se puede observar en la Tabla 
4.5. El ANOVA fue significativo para el modelo (P <0,0001) con un F-valor de 20.18. 
La importancia de cada coeficiente se determinó mediante los valores de F y P. 
Valores de Prob > F menores de 0,0500 indican que los términos del modelo son 
significativos. Para esta etapa se presento también que el factor C no es un término 
significativo, no puede ser eliminado debido a que es un factor primario y afectaría la 
jerarquía. 
 
El modelo matemático apropiado se seleccionan con base a las comparaciones de varios 
parámetros estadísticos como la desviación estándar (DE), el coeficiente de correlación 
múltiple (R2), el coeficiente de correlación múltiple ajustado (R2 ajustado), coeficiente de 
correlación múltiple previsto (R2 previsto) y el coeficiente de variación proporcionados 
por el software. 
 
Tabla 4-5 Análisis ANOVA segunda etapa. 
 
Suma de 
cuadrados 
Grados 
de 
Libertad 
Promedio 
de los 
cuadrados 
Valor F Valor P 
Modelo 547.66 10 54.77 20.18 < 0.0001 
A-Luz 77.40 1 77.40 28.53 < 0.0001 
B-Fe 16.43 1 16.43 6.06 0.0236 
C-Mo 0.28 1 0.28 0.10 0.7516 
D-
Glutamato 223.84 1 223.84 82.50 < 0.0001 
E-Buffer 18.35 1 18.35 6.76 0.0176 
AD 14.48 1 14.48 5.34 0.0323 
AE 17.22 1 17.22 6.35 0.0209 
BC 27.83 1 27.83 10.26 0.0047 
CE 25.94 1 25.94 9.56 0.0060 
D^2 33.37 1 33.37 12.30 0.0024 
Residual 51.55 19 2.71 
  Falta de 
ajuste 43.90 14 3.14 2.05 0.2204 
Error Puro 7.66 5 1.53 
  Total 599.21 29 
    
La desviación estándar fue de 1,65 la cual es satisfactoria. El ajuste del modelo se 
comprobó también por el coeficiente de correlación múltiple R2, el cual tuvo un valor de 
0,914 a 95%. El R2 ajustado, es igual a 0.8687aunque este valor es bajo es aceptable ya 
que es superior al límite mínimo 0,85. 
 
En este caso, la prueba Valor-F para falta de ajuste se determino que este es no 
significativo 0.2204, lo que implica que existe una correlación significativa del modelo 
para las variables de proceso y las respuestas. 
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"La precisión adecuada" compara el intervalo de los valores previstos por el diseño con el 
error de predicción promedio. Una proporción mayor que 4 es deseable. La relación de 
14.91 indica una señal adecuada. En el caso del modelo obtenido, el parámetro de CV 
fue de 15.87%, lo cual demuestra una reproducibilidad no tan buena. El parámetro R2 
previsto tiene un valor de 0.7838. Más allá, el R2 previsto está en acuerdo razonable con 
el R2 ajustado de 0.8687. 
Para garantizar la idoneidad del modelo, fueron examinados también los gráficos de los 
residuales. Ver Anexo F. 
 
 Gráficas de Perturbaciones 
 
En la gráfica de perturbación se comparan los efectos de los diferentes parámetros sobre 
la respuesta para las condiciones de los valores del punto central. Las gráficas para 
ambas soluciones amortiguadoras dieron idénticas, sólo la amplitud de las líneas cambia 
Ilustración 4-16 y 4-17. El factor que demostró tener una alta sensibilidad ante la 
respuesta (producción total de H2) para esta etapa fue, la concentración de glutamato 
(factor D). 
Las líneas relativamente planas de los factores A, B y C muestran baja sensibilidad por 
parte de la respuesta hacia estos factores o un efecto relativamente pequeño sobre la 
misma. 
 
 
 
Ilustración 4-16 Perturbaciones segunda etapa (KPi). 
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Ilustración 4-17 Perturbaciones segunda etapa (Bórax). 
 
 Gráficas de Interacciones 
  
En la gráfica que muestra la interacción de la concentración de glutamato y  la intensidad  
la luz Ilustración 4-18 y 4-19 las líneas de respuestas son rectas y no paralelas. Se 
puede evidenciar una alta influencia de la concentración de glutamato a la mayor 
intensidad lumínica (30000 lux), este efecto es menor para una baja intensidad (8.000 
lux). Además el efecto de la intensidad de la luz es mayor y más significativo a 
concentraciones de glutamato más bajas. La tendencia de esta interacción se observa 
tanto en el buffer Bórax (Ilustración 4-18) como en el buffer KPi (Ilustración 4-19). 
 
 
Ilustración 4-18 Interacción Glutamato- Luz segunda etapa (Bórax). 
(        ) 50 mM (       ) 7 mM 
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Ilustración 4-19 Interacción Glutamato- Luz segunda etapa (KPi). 
(        ) 50 mM (       ) 7 mM 
 
Esta tendencia se observó previamente  en un estudio (Shi and Yu, 2005) para una cepa 
de R. capsulatus. Se evaluó la concentración de glutamato de 2 a 10 mM, como fuente 
de carbono se utilizó una mezcla de acetato, propionato y butirato con una intensidad 
lumínica de 4,000 lux. La concentración de glutamato presentó una mejor producción de 
hidrógeno en el intervalo de 6.56 y 7 mM. Además se realizó paralelamente en el 
laboratorio en Grenoble, Francia, un diseño de experimentos que media la influencia de 
la luz, la concentración de lactosa y la concentración de glutamato. Este estudio muestra 
una tendencia similar en la interacción de la concentración de glutamato y la intensidad 
lumínica. Ver Anexo G. 
 
Las gráficas de interacción de concentraciones Fe y Mo mostraron tendencias diferentes 
para cada solución amortiguadora. En el caso del buffer KPi Ilustración 4-20 hay una 
influencia marcada  de la concentración de hierro sobre el efecto del Molibdeno en la 
producción de hidrógeno. Esta influencia es mayor para altas concentraciones de hierro 
(200μM) y bajas concentración de de molibdeno.  
 
En el caso del buffer bórax Ilustración 4-21 se presenta también una influencia 
importante de la concentración de Fe sobre el efecto del molibdeno en la producción de 
hidrógeno, sin embargo la tendencia es opuesta a la presentada en el buffer KPi. En este 
caso para concentraciones bajas de Fe la influencia es mayor, además el efecto aumenta  
para concentraciones altas de molibdeno.  
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Ilustración 4-20 Interacción Fe-Mo Segunda Etapa (KPi). 
(        ) 50 μM (       ) 1.53 μM 
 
 
Ilustración 4-21 Interacción Fe-Mo Segunda Etapa (Bórax). 
(        ) 50 μM (       ) 1.53 μM 
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 Análisis de la superficie de respuesta 3D para el buffer KPi 
 
La superficie de respuesta tridimensional para la producción de H2 del buffer KPi está 
representada en la Ilustración 4-22. Esta gráfica está en función de la concentración de 
glutamato y la intensidad lumínica. La mínima producción de H2 (72.2 ml) dio como 
resultado de una concentración inicial de glutamato de 37 mM y de una intensidad 
lumínica de 8000 lux.  
 
 
Ilustración 4-22 Superficie de Respuestas Glutamato-Luz (Kpi). 
El máximo de producción (325 ml) se encuentra en uno de los extremos a una 
concentración de glutamato de 7mM y de luz de 30000 lux. Los otros 3 extremos tuvieron 
valores  206 ml (7 mM de glutamato, 8000 lux), 100 ml (50 mM de glutamato, 30000 lux), 
y 94 ml (50 mM de glutamato, 8000 lux). Como se puede observar para una intensidad 
lumínica de 8000 hay un incremento del 54% al disminuir los valores de glutamato de 50 
a 7 mM. Para el caso de la intensidad de 30000 lux el aumento es de 69%. Esto indica 
que a mayor intensidad lumínica mejor producción de hidrógeno y además que la mejor 
producción se da para concentraciones de glutamato bajas. 
 
 Análisis de la superficie de respuesta 3D para el buffer Bórax 
 
La grafica de superficie 3D para este buffer tiene la misma forma que la de buffer KPi. La 
mínima producción de hidrógeno fue de 43 ml a una concentración de glutamato de 
37mM y una intensidad lumínica de 8000 lux. Para este buffer se puede observar que 
para una intensidad de 8000 lux existe un aumento de la producción de hidrógeno del de 
62% al decrecer los valores de la concentración de glutamato de 50 a 7 mM. Para el caso 
de la intensidad de 30000 lux el aumento es de 66%. EL valor máximo (379 ml) de 
producción de hidrógeno se obtuvo a concentración de 7mM de glutamato y a intensidad 
lumínica de 30000, al igual que para el anterior buffer. 
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Ilustración 4-23 Superficie de Respuestas Glutamato-Luz (Bórax). 
 
A pesar de que se obtuvo un valor máximo de producción de hidrógeno superior para el 
buffer bórax, la diferencia respecto al buffer kpi es tan solo del 14% no tan elevado. Por 
otra parte el valor mínimo obtenido fue mucho menor para el buffer bórax que para el kpi, 
una diferencia de 40%. Esto indica que a las condiciones de menor producción como son 
concentraciones altas de glutamato y bajas de intensidad lumínica el buffer kpi ofrece 
una mejor producción de hidrógeno. 
 
 Optimización  
 
Basándose en la Ecuación 4-5 del modelo para la predicción del buffer KPi la mayor 
producción de hidrógeno fue de 325 ml con condiciones experimentales de: 
concentración de glutamato de 7mM, Mo 1,50 μM, Fe 200 μM, e intensidad de luz de 
30000 lux. 
 
Para el buffer de bórax (Ecuación 4-6) las  mejores condiciones experimentales para la 
producción de H2 (379ml) fueron: concentración de glutamato 7 mM, Mo 50μM, Fe 41μM, 
y una intensidad lumínica de 30000 lux. 
 
Se llevaron a cabo dos experimentos de comprobación del modelo de la producción total 
de H2 utilizando R. capsulatus cepa B10 LacZ.  Uno para el buffer bórax y otro para el 
buffer Kpi. Los resultados respectivamente fueron 405 y 347 ml de biogás. Valores que 
tiene un error respecto a los valores originales (379 ml para Bórax  y 325 ml para Kpi) del  
6.4% y 6.3%. Como era de esperar estos errores son superiores a los obtenidos en el 
modelo anterior pero se consideran errores aceptables para el modelo. 
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Estos valores son válidos dentro del rango especificado de parámetros de proceso. 
Cualquier extrapolación debe ser confirmada a través de experimentos adicionales. 
Los rendimientos producto/sustrato (YP/S), la productividad volumétrica de hidrógeno 
(PVH) y el porcentaje de rendimiento obtenidos para esta etapa se observan en la Tabla 
4-6. 
Tabla 4-6 Rendimiento (producto/sustrato), productividad y % Rendimiento.  
(Segunda etapa). 
Buffer 
Producción 
H2 (mL) 
YP/S 
(mol H2/mol sustrato) 
PVH  
(ml H2/L. h) 
% 
Rendimiento 
Yreal/Yteórico  
Bórax 405 0.55 13.79 24.57 
KPi 347 0.47 12.57 21.05 
4.3 Estudio del comportamiento de la cepa B10 LacZ en 
lactosuero industrial 
4.3.1 Pre-tratamiento del suero de leche. 
Para realizar el seguimiento del efecto del pre tratamiento sobre el suero de leche en las 
variables significativas en este estudio, se llevaron a cabo mediciones de cada etapa 
respecto a la concentración de lactato y lactosa la concentración de calcio y la 
concentración de proteínas como se puede observar en la Tabla 4-7. 
 
Tabla 4-7 Seguimiento del pre-tratamiento. 
  [Lactato] mM [Lactosa]m M [Proteínas] g/L [Ca]mg/L 
Muestra Inicial 80.57 62.37 3.44 922.00 
Desproteinización 83.54 60.83 1.18 920.00 
Descalcificación  82.85 62.02 1.16 553.20 
 
Como se puede observar en la Tabla 4-7 las concentraciones de lactosa y lactato no son 
las esperadas para el suero de leche industrial (0.2M y 20-35 mM respectivamente). Esta 
discrepancia se deba a una contaminación del suero durante su almacenamiento en la 
nevera a 4ºC, antes de realizarse su pre-tratamiento y ser utilizado. Resultado de esta 
contaminación se presentó una disminución notable de la concentración de lactosa y un 
aumento en la concentración de lactato. 
 
Respecto a la metodología de pre-tratamiento se puede inferir que fue la adecuada 
debido a que no se perdió lactosa ni lactato durante el procedimiento. Las 
concentraciones de estos compuestos tuvieron valores constantes a lo largo de todo el 
pre-tratamiento.  
Mediante el proceso de desproteinización se redujo la cantidad de proteínas presentes 
en el suero en un 65%. El método de descalcificación hizo que se redujera un poco más 
este contenido (66%). No obstante la variación de la concentración entre estas etapas es 
tan baja que no se considera que tenga un efecto importante.  
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El porcentaje de reducción de calcio fue de aproximadamente 60%. Estos resultados 
están acorde con los obtenidos en otros estudios (Pouliot et al., 1991; Urribarrí et al., 
2004).  
4.3.2 Producción de Hidrógeno 
 
La tercera etapa se realizó utilizando disoluciones del suero de leche pre-tratado. Para 
reducir la posibilidad de contaminación durante los experimentos se decidió adicionar al 
medio de cultivo tetraciclina 4.55e-5 mg/L. Para esta etapa se utilizó la cepa de 
Rhodobacter capsulatus B10 LacZ.  
 
Respecto a la nomenclatura de los experimentos, el número indica el porcentaje de 
concentración del suero, la letra K o B indican la naturaleza del buffer, finalmente D 
indica si el suero es desproteinizado o DD desproteinizado y descalcificado. Por ejemplo 
40BD, indica el experimento con una concentración de suero de 40%, buffer utilizado 
Bórax y el pre-tratamiento únicamente la desproteinización. 
 
En la Tabla 4-8 se encuentran las concentraciones de lactato, lactosa al inicio y final de 
cada experimento y la concentración de calcio inicial. 
 
Tabla 4-8 Conversión de fuente de carbono para los experimentos en la etapa 3. 
 
[Lactosa] g/L [Lactato] g/L Calcio mg/L 
Exp Inicial Final % Conversión  Inicial Final % Conversión  Inicial 
40BD 11.85 1.74 85.3 5.05 1.66 67.1 368.00 
70BD 14.42 2.12 85.3 6.23 0.15 97.6 644.00 
85BD 17.35 2.25 87.1 7.32 1.53 79.1 782.00 
40BDD 13.31 1.81 86.4 5.75 0.47 91.9 221.28 
70BDD 15.11 2.00 86.8 6.44 0.94 85.3 387.24 
85BDD 17.68 2.25 87.3 7.55 0.46 94.0 470.22 
40KD 11.43 1.28 88.8 5.01 0.17 96.6 368.00 
70KD 14.84 1.37 90.8 6.54 0.91 86.0 644.00 
85KD 16.24 1.63 90.0 7.19 1.40 80.6 782.00 
40KDD 11.67 1.35 88.4 5.36 0.78 85.4 221.28 
70KDD 13.74 1.97 85.6 6.10 0.90 85.2 387.24 
85KDD 19.78 1.86 90.6 8.44 0.81 90.4 470.22 
 
En la tercera etapa de experimentación se evalúa también la medición de la producción 
de hidrógeno de acuerdo con la producción total expresada en mililitros de hidrógeno, los 
cuales incluyen el porcentaje de CO2. 
 
Como se puede observar en la Tabla 4-9 el intervalo de producción de hidrógeno para 
esta etapa se encuentra entre 284 y 675 ml de biogás. La concentración de CO2 se 
encuentra en el intervalo de 0.8 a 1.7%. Al igual que en las etapas anteriores se realizó la 
medida del porcentaje de hidrógeno mediante cromatografía de gases para uno de los 
experimentos. 
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Esta medición se realizó con el fin de comprobar que utilizando el suero industrial no se 
genera en el biogás ningún otro compuesto en alta concentración además del H2 y CO2. 
Se obtuvo en esta medición un porcentaje de  98% de hidrógeno v/v.  
 
Tabla 4-9 Resultados Tercera Etapa. 
Exp Producción H2  %CO2 
Concentración 
Biomasa g ps/L pH 
40BD 284 1.3 6.93175 5.662 
70BD 420 1.5 5.4755 6.262 
85BD 468 1.5 3.6115 6.071 
40BDD 449 1.3 6.23275 5.265 
70BDD 604 0.8 7.16475 6.601 
85BDD 662 1.4 4.60175 6.5 
40KD 315 1.7 7.456 5.724 
70KD 396 1.1 7.1065 6.063 
85KD 477 1 3.728 6.071 
40KDD 431 1.6 4.13575 6.361 
70KDD 522 1.3 7.16475 6.204 
85KDD 675 1.2 5.825 6.454 
 
El pH final de los experimentos varía entre 6.6-5.3 para el buffer Bórax y 6.5-5.7 para el 
buffer KPi. Como se puede observar la variación en el pH fue inferior al obtenido en la 
etapa anterior para ambos buffer. Esto debido a la menor concentración de lactosa 
presente en este medio por lo cual se generaron menores cantidades de ácidos 
orgánicos. Además es importante tener en cuenta que el suero de leche industrial, a 
diferencia del suero sintético, posee diferentes sales y compuestos disueltos que podrían 
actuar a su vez como solución amortiguadora en el medio. 
 
El porcentaje de oxidación por R .capsulatus cepa B10 LacZ de la fuente de carbono, en 
el caso del lactato de sodio, varió en función de las condiciones experimentales entre un 
intervalo de 67-98%. Para la lactosa el intervalo fue de 85-91%, como se puede observar 
en la Tabla 4-8.  
Los porcentajes de oxidación son por mucho mayores que los de la etapa anterior (11-
94% y 2 -66% respectivamente). Especialmente en el caso de la lactosa. Estos 
resultados se deben probablemente a que el pH del medio se redujo de forma menos 
drástica por lo que las bacterias estuvieron activas por más tiempo y pudieron consumir 
mayor porcentaje de la fuente de carbono. Sin embargo para corroborar esta afirmación 
es necesario hacer un estudio del cambio del pH en el tiempo.  
 
El tiempo total de incubación para la producción de H2 en esta etapa respecto a la etapa 
anterior fue menor. Una de las principales diferencias fue el promedio del tiempo 
requerido para el inicio de la producción de hidrógeno que para esta etapa se redujo a la 
mitad (18 horas). Esta reducción en el tiempo se debe a la concentración de lactosa en el 
medio. La bacteria necesita un mayor tiempo de adaptación a medida que la 
concentración de lactosa aumenta en el medio de cultivo. El rango general del tiempo 
total de incubación para la producción de H2 fue de147 – 253 horas. 
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La concentración de biomasa final de los experimentos varió entre 3.6 y 7.5 g ps/L. Estos 
valores son menores, casi la mitad, respecto a los reportados en las etapas anteriores. 
Los valores de producción de hidrógeno por peso seco para buffer Kpi se encuentran 
entre 528y 1599 ml de H2/g ps, para el buffer bórax se encuentra entre 512 y 1798 ml de 
H2/g ps. Estos resultados indican que utilizando el suero de leche industrial hay un menor 
crecimiento de biomasa, lo cual es ventajoso para el proceso. Además como se puede 
observar en la Ilustración 4-24 la naturaleza del buffer no influencia significativamente la 
producción de hidrógeno en esta etapa. 
 
Al comparar los resultados obtenidos para el suero de leche desproteinizado (Suero D) y 
el suero desproteinizado y descalcificado (Suero DD) se observa se presentan mejores 
resultados para suero DD. En la Ilustración 4-25  se puede observar que la producción 
de hidrógeno en el suero DD fue mayor en un promedio de 48% para el buffer bórax y de 
37% para el buffer KPi respecto a la obtenida con el suero DD.   
 
 
 
Ilustración 4-24 Relación entre la naturaleza del buffer para la producción de Hidrógeno 
en el suero desproteinizado y descalcificado. 
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Ilustración 4-25 Relación entre concentración de calcio para la producción de Hidrógeno 
para buffer Bórax y KPi. 
 
Al evaluar la Ilustración 4-26  se puede apreciar que el rendimiento para el suero DD es 
mejor que el del suero D. Además podemos observar que los rendimientos son muy 
similares para las 3 concentraciones estudiadas. Alrededor de 45% para el suero 
desproteinizado y entre el 55 y 65% para el suero desproteinizado y descalcificado. 
 
Las gráficas y resultados anteriores demuestran que en general el suero que recibió el 
tratamiento de descalcificación y desproteinización tiene un mejor rendimiento en 
producción de hidrógeno. Sin embargo cabe notar que los mejores rendimientos no se 
dan para los experimentos que menor concentración de calcio tienen. Como se puede 
observar en la Tabla 4-6 las menores concentraciones de calcio las poseen los 
experimentos con suero DD y disolución 40%, sin embargo estos no son los que 
presentan los rendimientos más altos. Esto permite afirmar que si bien la concentración 
de calcio es inhibidora de la producción de hidrógeno, la magnitud de su influencia 
depende también de otros factores del proceso, como pueden ser: Las concentraciones 
de: fuente de carbono, fuente de nitrógeno u otras sales presentes en el suero de leche 
industrial.   
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Ilustración 4-26 Relación entre concentración de calcio y el rendimiento en la producción 
de Hidrógeno para buffer Bórax y KPi. 
Los rendimientos producto/sustrato (YP/S), la productividad volumétrica de hidrógeno 
(PVH) y el porcentaje de rendimiento obtenidos para esta etapa se observan en la Tabla 
4-6. 
Tabla 4-10 Rendimiento (producto/sustrato), productividad y % Rendimiento.  
(Tercera etapa). 
Experimentos 
Producción 
H2 (mL) 
YP/S 
(mol H2/mol sustrato) 
PVH 
(ml H2/L. h) 
% 
Rendimiento 
Yreal/Yteórico 
40BD 284 1.42 19.94 39.4 
70BD 420 1.71 35.71 47.4 
85BD 468 1.61 29.85 44.6 
40BDD 449 1.98 31.53 54.9 
70BDD 604 2.37 51.36 65.7 
85BDD 662 2.21 42.22 61.5 
40KD 315 1.61 22.12 44.5 
70KD 396 1.55 27.81 42.9 
85KD 477 1.70 33.50 47.0 
40KDD 431 2.09 30.27 57.7 
70KDD 522 2.20 36.66 60.8 
85KDD 675 2.02 47.40 56.0 
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4.4 Análisis General 
Una de las variaciones más importantes en este proyecto de tesis, respecto a los 
estudios realizados anteriormente en esta área, es el uso de la solución amortiguadora 
de Kolthof (KH2PO4 y Na2B4O7.10H2O). En la primera etapa el uso de este buffer 
demostró tener un efecto positivo para la producción de hidrógeno, logrando mejores 
producciones aun que las obtenidas por el buffer tradicionalmente utilizado 
(K2HPO4/KH2PO4). En las etapas segunda y tercera los experimentos realizados con el 
buffer bórax no presentaron mejores rendimientos que los realizados con el buffer KPi. 
Sin embargo tampoco se presentó un descenso en la producción de hidrógeno, ni un 
cambio significativo en el crecimiento de las bacterias. Estos resultados indican que es 
posible reemplazar el buffer tradicional por el de Kolthof, lo cual representa una ventaja 
económica debido a que el bórax tiene un valor menor que las sales de fosfato. 
 
Los bajos rendimientos y productividades obtenidos en la segunda etapa,  como se 
explico anteriormente, son consecuencia de la disminución del pH debido al proceso de 
fermentación mediante el cual la bacteria degrada la glucosa liberando ácidos orgánicos 
al medio. La drástica baja en el pH hace que las bacterias se inactiven siendo incapaces 
de producir hidrógeno en el proceso fotosintético. Una forma para mejorar los 
rendimientos seria regular el pH del medio de modo que las bacterias no se vean 
afectadas tan dramáticamente.  
 
Respecto a los rendimientos y productividades obtenidos en las diferentes etapas del 
proyecto de tesis (ver Tablas 4-3, 4-6 y 4-10), al compararlos con estudios realizados 
anteriormente como los que se muestran en la Tabla 1-3, se puede observar que los 
rendimientos producto sustrato son muy similar. En el caso de las productividades los 
resultados obtenidos en la tesis son superiores en relación a los que se reportan para el 
proceso de fotofermentación. Estos resultados permiten inferir que el suero de leche 
tiene un alto potencial para la producción biológica de hidrógeno mediante este proceso. 
 
El uso de suero de leche como sustrato para la producción de hidrógeno, no solo brinda 
una oportunidad de valorización financiera, sino que además aporta una solución 
medioambiental. Por una parte, proporciona un método de disposición y tratamiento del 
suero de leche y por otra parte genera un compuesto que ya en la actualidad se está 
utilizando como combustible ambientalmente amigable. 
 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que los procesos biológicos de producción de 
hidrógeno se encuentran actualmente en su infancia. Por esto, estudios como los 
realizados en esta tesis apoyan la generación de conocimiento en esta área.  
Específicamente se logró  determinar los parámetros más influyentes en la producción de 
hidrógeno mediante el proceso de fotofermentación y su efecto sobre el rendimiento y 
productividad, utilizando como sustrato un residuo industrial. Estos resultados facilitan el  
escalamiento del proceso pues se conocen algunas variables que hay que tener en 
consideración con más cuidado. No obstante,  estos estudios y resultados son apenas el 
comienzo del camino para desarrollar un proceso viable para la producción de hidrógeno.  
 
Así, uno de los aportes más importantes de esta tesis es la generación de nuevos 
interrogantes mediante los cuales, se puede llevar a cabo un mejor estudio de la 
producción de hidrógeno, buscando mejoras sustanciales de los rendimientos y 
productividades.  
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5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
5.1.1 Generales 
 El estudio de las modificaciones físico-químicas en los medios de crecimiento de 
la bacteria Rhodobacter capsulatus cepa B10 y B10 LacZ condujo a mejoras en la 
producción de hidrógeno. 
 El uso de la metodología de diseño de experimentos (DOE) proporcionó diseños 
que representan adecuadamente el efecto de los parámetros, ya sean continuos 
(concentración de lactato, glutamato, hierro, molibdeno e intensidad lumínica) o 
discontinuos (naturaleza del buffer) para el estudio de la producción de hidrógeno 
en reactores batch. Mediante estos diseños se pudieron encontrar las mejores 
condiciones que favorecen la producción de hidrógeno para el intervalo estudiado. 
 Se determinó que la solución amortiguadora de Kolthof (buffer Bórax)  puede 
reemplazar el buffer tradicional utilizado en el medio de cultivo de la bacteria 
Rhodobacter capsulatus cepa B10 y B10 LacZ.  
5.1.2 Primera etapa 
 Los parámetros más influyentes para la producción de hidrógeno fueron el tipo del 
buffer, la concentración de lactato, la concentración de sales de molibdeno y la 
intensidad lumínica. 
 El estudio desarrollado indicó la existencia de las siguientes interacciones que 
tienen un efecto importante sobre la producción de hidrógeno: 
o Concentración de lactato y concentración de sales de hierro,  
o Concentración de lactato y la intensidad de la luz. 
o Concentración de sales de hierro y concentración de sales de molibdeno 
o Concentración de sales de hierro y concentración de glutamato 
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 Se obtuvo un incremento de 25% en la producción de hidrógeno con el buffer de 
Kolthof respecto al buffer tradicional, para las mejores condiciones de producción.  
 Se obtuvieron un rendimiento y productividad máximos de 2.22 mol H2/mol lactato 
y 55.4 mL H2/L. h respectivamente.  
5.1.3 Segunda etapa 
 El parámetro más influyente para la producción de hidrógeno fue la concentración 
de glutamato. 
 El estudio desarrollado indicó la existencia de las siguientes interacciones que 
tienen un efecto importante sobre la producción de hidrógeno: 
o Concentración de glutamato y la intensidad de la luz. 
o Concentración de sales de hierro y concentración de sales de molibdeno 
 
 El efecto del tipo de solución amortiguadora sobre la producción de hidrógeno no 
es significativo.  
 Se obtuvieron un rendimiento y productividad máximos de 0.55 mol H2/mol 
lactato-lactosa  y 13.8  mL H2/L. h respectivamente.  
5.1.4 Tercera etapa 
 La metodología de pre-tratamiento utilizada sobre el suero de leche preservó 
adecuadamente el lactato y la lactosa presentes.  
 Se concluye que elevadas concentraciones de calcio inhiben la producción de 
hidrógeno por lo que es necesario realizar el proceso de descalcificación del 
suero de leche industrial para de esta forma obtener mejor producción de 
hidrógeno y rendimiento.  
 Se obtuvieron un rendimiento y productividad máximos de 2.4 mol H2/mol lactato-
lactosa  y 51.36 mL H2/L. h respectivamente.  
5.2 Recomendaciones 
 Se recomienda realizar una caracterización bioquímica de la degradación de la 
lactosa para la bacteria recombinante R. capsulatus cepa B10 LacZ, para así 
poder mejorar el  rendimiento del proceso.  
 
 Se recomienda realizar el estudio de producción de hidrógeno con suero de leche 
en polvo, ya que este tiene una composición estándar que no varía 
drásticamente. Además es menos propenso a contaminarse y facilita el pre-
tratamiento. 
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 Debido a que se demostró que la producción de hidrógeno es mejor a menores 
concentraciones de lactosa, se recomienda realizar un estudio de la producción 
de hidrógeno con cultivo mixto. El cual, además de contar con la bacteria 
fotosintética, tenga un microorganismo que degrade la lactosa en lactato y así se 
pueda incrementarse el rendimiento del proceso. 
 
 Se recomienda realizar un diseño de experimentos para estudiar la influencia del 
calcio sobre la producción de hidrógeno, teniendo como parámetros la 
concentración de fuente de carbono, de fuente de nitrógeno y otros factores que 
puedan influir. 
 
 Se recomienda realizar la tercera etapa utilizando R. capsulatus cepa B10. Con el 
fin de comprobar el rendimiento que esta cepa pueda presentar en el proceso.  
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A. Anexo: Determinación de la curva 
peso seco 
Procedimiento para determinar la curva de peso seco. Este procedimiento se realizó para 
las dos cepas con las que se trabajo en la Tesis: 
 Obtener una suspensión concentrada de biomasa (absorbancia entre 0.9 y 1 a 
660 nm) y lavarla dos veces con solución salina 0.9% a 14000 rpm por 15 
minutos. 
 Marcar y secar durante 24-48 h a 80ºC, previamente, cajas de petri con un filtro 
de 0.45 μm en ellas. 
 Sacar las cajas de la estufa y colocarlos en el desecador durante 4-6h y 
finalmente pesarlos en balanza analítica.(Manejar las cajas utilizando unas 
pinzas. 
 A partir de la solución concentrada de biomasa se realizan diluciones que ajusten 
lecturas de absorbancia entre 0.2 y 0.8 a 660 nm. 
 Filtrar con bomba de vacio 10 ml de las diferentes disoluciones obtenías. 
 Secar todos las cajas con sus respectivos filtros en la estufa a 80ºC durante 24 
horas hasta no haya variación de peso. 
 Colocar las cajas en el desecador, esperar que se enfríen y luego pesarlos. 
 Determinar el peso de la biomasa presente en cada caja por diferencia de pesos. 
 Expresar la concentración en gramos de biomasa seca por litro de solución (g de 
biomasa seca/l). 
 Graficar absorbancia como función de la concentración celular en g de biomasa 
seca/ litro. 
 
Tabla A-1 Datos curva de peso seco cepa B10 
Rhodobacter capsulatus B10 
DO Concentración (g peso seco/ l) 
1.052 0.45 
0.636 0.325 
0.295 0.14 
0.145 0.06 
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Tabla A-2 Datos curva de peso seco cepa B10 LacZ 
Rhodobacter capsulatus B10 LacZ 
DO Concentración (g peso seco/ l) 
0.934 0.425 
0.655 0.328571429 
0.359 0.1625 
0.133 0.0375 
 
Ilustración A-1 Gráficas regresión lineal para curvas de calibración del peso seco 
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Tabla A-3  Regresión lineal obtenida para la curva B10  
Estadísticas de la regresión 
       Coeficiente de 
correlación múltiple 0.996778 
       Coeficiente de 
determinación R^2 0.993566 
       R^2  ajustado 0.660232 
       Error típico 0.026657 
       Observaciones 4 
                ANÁLISIS DE VARIANZA 
      
  
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Promedio de 
los cuadrados F 
Valor crítico 
de F 
   Regresión 1 0.3291932 0.329193 463.25022 0.00215 
   Residuos 3 0.0021318 0.000711 
     Total 4 0.331325       
   
         
  Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95% 
Superior 
95% 
Inferior 
95.0% 
Superior 
95.0% 
DO 0.450888 0.0209489 21.52325 0.0002195 0.38422 0.518 0.38422 0.51756 
 
Tabla A-4  Regresión lineal obtenida para la curva B10 
Estadísticas de la regresión 
       Coeficiente de 
correlación múltiple 0.99799 
       Coeficiente de 
determinación R^2 0.99598 
       R^2  ajustado 0.66265 
       Error típico 0.02059 
       Observaciones 4 
       
         ANÁLISIS DE VARIANZA 
      
  
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Promedio de 
los cuadrados F 
Valor 
crítico 
de F 
   Regresión 1 0.3151 0.31512515 743.492 0.001 
   Residuos 3 0.0013 0.00042384 
     Total 4 0.3164       
   
         
  Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad 
Inferior 
95% 
Superior 
95% 
Inferior 
95.0% 
Superior 
95.0% 
DO 0.46651 0.0171 27.2670475 0.00011 0.412 0.521 0.41207 0.521 
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B. Anexo: Determinación de Lactato 
y Lactosa por medio de HPLC 
La medición de la concentración de lactosa se realiza utilizando cromatografía líquida de 
alta resolución HPLC, utilizando el detector de índice de refracción para cuantificar la 
cantidad de este carbohidrato presente en la muestra. Con el fin de proteger la columna 
las muestras se pasaron por filtro de 0.22 μm de tamaño de poro. Además para asegurar 
que la concentración de la muestra estuviera en el rango de medida se realizaron 
diluciones 1:4 de las muestras de concentraciones iníciales. 
Se utilizó la columna Shodex RSpak KC-811 con las siguientes condiciones: 
 
• Fase móvil = 0.1% p/pH3PO4 
• Flujo = 0.6 ml/min 
• Temperatura del horno = 30ºC 
• Volumen de inyección = 20 μL 
• Detector de índice de refracción (IR) 
•  
Se realizó la curva de calibración para lactosa y lactato obteniendo los siguientes valores: 
Tabla B-1 Datos curva de calibración para Lactosa 
Lactosa 
Área Concentración g/L 
55481157 25 
32665588 15 
15310961 7.5 
6044567 3 
3060536 1.5 
831459 0.5 
 
Tabla B-2 Datos curva de calibración para Lactato 
Lactato 
Área Concentración g/L 
5402248 5 
2692762 2.5 
1203937 1 
536326 0.5 
163005 0.1 
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Tabla B-3  Regresión lineal obtenida para la curva de calibración de lactato. 
Estadísticas de la regresión 
       Coeficiente de 
correlación múltiple 0.999764 
       Coeficiente de 
determinación R^2 0.999529 
       R^2  ajustado 0.749529 
       Error típico 0.0619 
       Observaciones 5 
       
         ANÁLISIS DE VARIANZA 
      
  
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Promedio de 
los cuadrados F 
Valor 
crítico 
de F 
   Regresión 1 32.49467 32.49467 8480.6875 2.82E-06 
   Residuos 4 0.015326 0.003832 
     Total 5 32.51       
   
         
  Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad 
Inferior 
95% 
Superior 
95% 
Inferior 
95.0% 
Superior 
95.0% 
Área 9.22E-07 1E-08 92.09065 8.336E-08 8.95E-07 9.5E-07 8.9E-07 1E-06 
 
Tabla B-4  Regresión lineal obtenida para la curva de calibración de lactosa 
Estadísticas de la regresión 
       Coeficiente de 
correlación múltiple 0.999754 
       Coeficiente de 
determinación R^2 0.999508 
       R^2  ajustado 0.799508 
       Error típico 0.30047 
       Observaciones 6 
       
         ANÁLISIS DE VARIANZA 
      
  
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Promedio de 
los cuadrados F 
Valor 
crítico 
de F 
   Regresión 1 917.2986 917.299 10160.3 5.81E-08 
   Residuos 5 0.451412 0.09028 
     Total 6 917.75       
   
         
  Coeficientes 
Error 
típico Estadístico t Probabilidad 
Inferior 
95% 
Superior 
95% 
Inferior 
95.0% 
Superior 
95.0% 
Area 4.55E-07 4.52E-09 100.798 1.8E-09 4.44E-07 5E-07 4.4E- 4.7E-07 
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Ilustración B-1 Gráficas curvas de calibración para lactosa y lactato 
 
Se encuentra que el tiempo de retención de la lactosa y el lactato fue respectivamente 
10.3 y 14.6 minutos.  
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Ilustración B-2 Cromatograma para  medición de lactosa y lactato 
 
 
  
 
C. Anexo: Determinación de Lactato 
por método colorimétrico 
 
La determinación de lactato se realizó para la primera etapa mediante el método 
colorimétrico enzimático. Este método permite por medio de  una reacción catalizada con 
L-lactato oxidasa y posteriormente peroxidasa la formación de  un complejo coloreado 
rosa. Que permite la determinación de la concentración de L-lactato utilizando el 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 505 nm. 
 
 
 
Ilustración C-1 Fotografía método colorimétrico para la determinación de lactato 
 
 
C3H6O3
-+O2+H2O    Lactato oxidasa         H3C-CO-COO
- + H2O2 
       L-Lactato                                  Piruvato 
H2O2+C13H17N3O + C6H4ClOH        
Peroxidasa   + 4 H2O 
4 aminofenazona                                                                             4-clorofenolQuinoneimina Rosa 
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La metodología para la determinación de lactato es la siguiente: 
 
1. Adicionar 1 ml del reactivo en la celda.  
2. Adicionar 10 μl de la muestra a la cual se desea medir la concentración de lactato, 
en la celda y agitar. 
3. Reposar 15 minutos a temperatura ambiente. 
4. Realizar una curva de calibración utilizando el lactato puro que se encuentra en el 
kit a diferentes disoluciones. El blanco es el reactivo sin haber adicionado fuente 
de lactato. 
5. Realizar medida de absorbancia para las muestras deseadas. 
6. Medir el espectro a 505 nm.  
7. Reportar la absorbancia para cada muestra. 
 
Tabla C-1 Calibración de lactato método colorimétrico 
Calibración Lactato 
Concentración mM DO 
0.006 0.046 
0.063 0.346 
0.145 0.788 
 
 
 
Ilustración C-2 Calibración de lactato método colorimétrico 
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Tabla C-3 Regresión de datos calibración de lactato método colorimétrico 
Estadísticas de la regresión 
       Coeficiente de 
correlación múltiple 1 
       Coeficiente de 
determinación R^2 1 
       R^2  ajustado 0.5 
       Error típico 0.002 
       Observaciones 3 
       
         ANÁLISIS DE VARIANZA 
     
  
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Promedio de 
los cuadrados F 
Valor 
crítico 
de F 
   Regresión 1 0.025 0.0251 5491 0.0086 
   Residuos 2 9E-06 5E-06 
     Total 3 0.025       
   
         
  Coeficientes 
Error 
típico Estadístico t Probabilidad 
Inferior 
95% 
Superior 
95% 
Inferior 
95.0% 
Superior 
95.0% 
DO 0.184 0.002 74.101 0 0.173 0.19438 0.173 0.1944 
 
 
 
  
 
D. Anexo: Determinación de proteína 
Para la determinación de proteínas solubles se utilizó el método de Bradford. Este 
método se fundamenta en el uso del colorante azul G-250 Comassie, el cual tiene la 
propiedad de adherirse a las proteína, lo que causa un cambio en la coloración, tornando 
la solución de rojizo a azulado, con una absorción máxima a 595 nm. En la realización de 
la curva de calibración se utilizó Albumina de suero bovino. 
 
 
El procedimiento en este método es el siguiente: 
 
 
1. Atemperar el reactivo de Bradford. (Ya que este está almacenado en la nevera a 
4ºC) 
2. Agitar el reactivo para homogeneizarlo. 
3. Diluir la muestra con agua destilada. En este caso se realizó una dilución 1/50. 
4. Adicionar 1 ml de reactivo en la celda. 
5. Adicionar 1ml de muestra en la celda y agitar. 
6. Dejar en reposo por 10 minutos a temperatura ambiente. 
7. Medir en el espectrofotómetro a 595nm. 
8. Reportar la absorbancia de cada muestra. 
 
 
Tabla D-1 Calibración de concentración de proteína 
Abs (595 nm) Concentración μg/ml 
0.055 1.25 
0.108 2.5 
0.189 5 
0.33 10 
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Ilustración D-1 Gráfica calibración concentración de proteínas 
 
Tabla D-2  Regresión de la Calibración de concentración de proteína 
Estadísticas de la regresión 
       Coeficiente de 
correlación 
múltiple 0.99753 
       Coeficiente de 
determinación 
R^2 0.99507 
       R^2  ajustado 0.99261 
       Error típico 0.33262 
       Observaciones 4 
       
         ANÁLISIS DE VARIANZA 
      
  
Grados de 
libertad 
Suma de 
cuadrados 
Promedio de 
los cuadrados F 
Valor 
crítico 
de F 
   Regresión 1 44.701 44.7006 404.03 0.00247 
   Residuos 2 0.2213 0.11064 
     Total 3 44.922       
   
         
  Coeficientes 
Error 
típico Estadístico t Probabilidad 
Inferior 
95% 
Superior 
95% 
Inferior 
95.0% 
Superior 
95.0% 
Intercepción -0.8079 0.32 -2.5247 0.1276 -2.1848 0.56896 -2.1848 0.569 
DO 595nm 32.2312 1.6035 20.1006 0.0025 25.3319 39.1304 25.3319 39.13 
  
 
E. Anexo: Pruebas diagnóstico 
primera etapa 
 
Para garantizar la idoneidad del modelo, fueron examinados los gráficos de los 
residuales. La Ilustración E-1 muestra el gráfico de probabilidad normal de residuos para 
el total de producción de H2. El conjunto de valores observados sigue una distribución 
teórica pues los puntos experimentales están razonablemente alineados lo que sugiere 
una distribución normal. 
 
 
Ilustración E-1 
La grafica de Residuales Vs Valores Predichos Ilustración E-2 y la de Residuales Vs 
Índice de observación Ilustración E-3 no indica un patrón evidente en los datos 
observados, los datos se distribuyen aleatoriamente lo que sugiere la independencia de 
los errores con respecto a  los valores esperados y de las corridas. 
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Ilustración E-2 
 
 
Ilustración E-3 
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Finalmente se puede observar que la grafica de Valores predichos Vs Valores reales 
Ilustración E-4 muestra un buen ajuste de los valores al modelo.  
 
 
Ilustración E-4 
 
 
 
  
 
F. Anexo: Pruebas diagnóstico 
segunda etapa 
Pruebas diagnóstico 
Para garantizar la idoneidad del modelo, fueron examinados los gráficos de los 
residuales. La Ilustración F-1 muestra el gráfico de probabilidad normal de residuos para 
el total de producción de H2.La gráfica demuestra que existe una distribución normal de 
los datos. 
 
Ilustración F-1 
La grafica de Residuales Vs Valores Predichos Ilustración F-2 y la de Residuales Vs 
Índice de observación Ilustración F-3 no indica un patrón evidente en los datos 
observados, los datos se distribuyen aleatoriamente lo que sugiere la independencia de 
los errores con respecto a  los valores esperados y de las corridas. 
 
 
 
108 Evaluación experimental de la producción de hidrógeno a partir de suero de leche como 
sustrato de en la fotosíntesis de microorganismos recombinados de Rhodobacter capsulatus 
 
 
Ilustración F-2 
 
Ilustración F-3 
Finalmente se puede observar que la grafica de Valores predichos Vs Valores reales 
Ilustración F-4 muestra un ajuste aceptable de los valores al modelo.  
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Ilustración F-4 
 
  
 
G. Anexo: Estudio Lactosa-
Glutamato-Luz 
Este estudio realizado en el laboratorio de electroquímica y fisicoquímica de materiales e 
interfaces de la universidad de Grenoble en Francia. Permite compara los resultados 
obtenidos en la segunda etapa ya que hasta el momento no se ha publicado ningún 
artículo ni estudio con el uso de la Cepa B10 LacZ en medio con lactosa. 
En este diseño de experimentos se fijo la concentración de lactato en 35 mM y se 
variaron la concentración de lactosa (0-0.2 mM), glutamato (3-7 mM) y la intensidad 
lumínica (20000-40000 lux).  
En este caso para el análisis es de interés únicamente las gráficas de interacciones. 
 
Ilustración G-1 
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Ilustración G-2 
 
